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3. Einleitung 
 
3.1. Kongenitale Herzfehler 
Angeborene Herzfehler stellen eine der häufigsten organischen Missbildungen bei 
Neugeborenen dar. Etwa acht von tausend Kindern werden mit einem Herzfehler geboren. 
Als Ursachen kommen genetische Abberationen (z.B. Trisomie 21), exogene Faktoren wie 
Infektionskrankheiten während der Schwangerschaft (z.B. Rötelnembryopathie), Alkohol 
oder Medikamente, aber in der Mehrzahl unbekannte Auslöser in Frage [1]. Man 
unterscheidet primär zwischen einfachen Herzfehlern ohne Shunt (Pulmonalstenose, 
Aortenstenose), Herzfehlern mit links-rechts Shunt (azyanotisch – Vorhof-, 
Ventrikelseptumdefekt) oder rechts-links Shunt (zyanotisch - Fallot’sche Tetralogie, 
Pulmonalatresie) und Fehlverbindungen der Gefäße (Transposition der großen Gefäße, 
Lungenvenenfehleinmündung) [2]. Alle Herzfehler haben gemein, dass sie mehr oder 
weniger stark die hämodynamische Balance des Herzens stören. Daraus resultieren Druck- 
oder Volumenbelastungen der Herzkammern bzw. Vorhöfe und damit ein gesteigerter 
Anspruch an die Leistung des Herzmuskels. Kompensatorisch finden auf verschiedenen 
Ebenen Veränderungen statt. Es kommt zu hypertrophischen oder dilatativen Umbauten, die 
schließlich, je nach Schweregrad des Herzfehlers, zum Herzversagen führen können. 
Mikroskopisch äußert sich dies in Veränderungen, die man myokardiales Remodeling nennt. 
Im Folgenden wird genauer auf den Herzfehler einer Pulmonalstenose eingegangen, da 
dieser in unserem Tiermodell für eine Druckbelastung des rechten Ventrikels experimentell 
erzeugt wurde. 
 
3.1.1. Die Pulmonalstenose - Pathophysiologie und anatomische Besonderheiten 
Unter dem Krankheitsbild der Pulmonalstenose versteht man eine Engstelle im Bereich des 
rechten Ventrikels oder der Pulmonalarterie. Dabei kann die Stenose den rechtsventrikulären 
Ausflusstrakt (subvalvulär), die Pulmonalklappe (valvulär) oder die Pulmonalarterie auf Höhe 
des Hauptstamms (supravalvulär) beziehungsweise hinter der Bifurkation (peripher) 
betreffen (Abb. 1). In etwa 9% der Fälle tritt die Pulmonalstenose isoliert auf, in bis zu 21% 
jedoch kombiniert mit komplexen Herzfehlern wie der Fallot’schen Tetralogie [2]. Neben der 
morphologischen Einteilung wird der Schweregrad der Pulmonalstenose klinisch nach dem 
systolischen Druckgradienten zwischen rechtem Ventrikel und Pulmonalarterie (post-
stenotisch) eingeteilt [3]. 
• unbedeutend (< 25 mm Hg) 
• leicht (25 - 49 mm Hg) 
• mäßig (50 - 79 mm Hg) 
• ausgeprägt (> 79 mm Hg) 
1
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Die Verengung durch die Pulmonalstenose erschwert den Blutfluss aus dem rechten 
Ventrikel in den Lungenkreislauf, wobei der Grad der Erschwernis von der Ausprägung der 
Stenose abhängt. Dabei muss der rechte Ventrikel auf Grund der Obstruktion gegen einen 
erhöhten Widerstand arbeiten, dass heißt, um den normalen Blutfluss aufrecht zu erhalten, 
eine vermehrte Pumpleistung erbringen. Daraus resultiert eine kompensatorische 
Hypertrophieentwicklung, also eine Zunahme der Muskelmasse durch Wachstum der 
einzelnen Herzmuskelzellen des rechten Ventrikels. Durch diesen Kompensations-
mechanismus gelingt es dem Herzen ein normales Herzzeitvolumen und damit eine 
ausreichende Lungendurchblutung zu gewährleisten. Klinisch sind Kinder mit angeborener 
Pulmonalstenose daher oft unauffällig. Selbst bei mäßigen bis ausgeprägten Stenosen ist oft 
nur eine Belastungsdyspnoe und schnellere Ermüdbarkeit festzustellen [2]. Ist der rechte 
Ventrikel bei kritischen Stenosegraden jedoch nicht in der Lage, die vermehrte Pumparbeit 
zu leisten, kann es zu einer Rechtsherzinsuffiziens, im schlimmsten Fall zum 
Rechtsherzversagen kommen. Therapeutisch stehen zwei Behandlungsmöglichkeiten zur 
Verfügung, die operative und die katheterinterventionelle. Die Indikation eines Eingriffs ist bei 
symptomatischen Stenosen des Neugeborenen immer gegeben. Bei asymptomatischen 
Patienten wird ab einem systolischen Gradienten von 50-55mmHg in Ruhe eine Intervention 
erwogen [2]. Mittel der ersten Wahl ist heutzutage die Ballonvalvuloplastie, bei Versagen 
einer Dilatation kann auf eine chirurgische Versorgung zurückgegriffen werden [4]. 
 
Abb. 1: Lokalisationen der Pulmonalstenose 
 
d
c 
b
a
Pulmonalstenose 
a)subvalvulär 
b)valvulär 
c)supravalvulär 
d)peripher 
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PA-Pulmonalarterie 
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3.1.2. Die Pulmonalstenose im Tiermodell 
Die experimentelle Herstellung einer Pulmonalstenose mittels Banding der Arteria pulmonalis 
ist eine sehr gute Möglichkeit, die pathophysiologischen Besonderheiten dieses Herzfehlers 
in vivo zu simulieren. Durch die erhöhte Druckbelastung für den rechten Ventrikel kommt es 
wie bei betroffenen Patienten zur Entwicklung einer kompensatorischen Hypertrophie [5]. Die 
Anlage eines solchen Bandings kann bereits in utero [5,6] oder aber postnatal durchgeführt 
werden [7]. Zwei verschiedene Techniken sind beschrieben. Einerseits gibt es die 
Möglichkeit, einen befüllbaren Gefäßokkluder um die Pulmonalarterie zu legen und damit 
nach dem Eingriff von außen sehr exakt einen bestimmten Druck einzustellen [6]. (Dieses 
Verfahren ist gut geeignet für einen Akutversuch.) Alternativ kann man ein unelastisches 
Kunststoffbändchen um die Pulmonalarterie legen und mit einer Naht fixieren. Da Herz und 
Pulmonalarterie im Laufe der Entwicklung wachsen, baut sich mit der Zeit konstant ein 
immer größer werdender Druck auf. Eine Nachjustierung ist dabei nicht nötig [7].   
 
3.2. Myokardiales Remodeling 
 
3.2.1. Physiologische / kompensatorische Hypertrophieentwicklung 
Das Herz ist in der Lage, die Pumpleistung den jeweiligen äußeren Bedingungen fein 
reguliert anzugleichen. Bei erhöhten Anforderungen kommt es zu einer Anpassungsreaktion, 
die sich mikroskopisch als Hypertrophie der Kardiomyozyten manifestiert. Abhängig von der 
Art der Belastung unterscheidet man die konzentrische und die exzentrische Hypertrophie 
[8]. Bei vermehrter Druckbelastung eines Ventrikels zum Beispiel in Folge einer Stenose im 
Ausflusstrakt kommt es zur konzentrischen Hypertrophie. Die Herzmuskelzellen wachsen 
nach lateral, die Sarkomere ordnen sich in paralleler Ausrichtung an. Daraus folgt eine 
Zunahme des Ventrikelwanddurchmessers auf Kosten des Volumens. Die exzentrische 
Hypertrophie entwickelt sich aufgrund von vermehrter Volumenbelastung, zum Beispiel bei 
einer Shuntverbindung zwischen rechtem und linkem Ventrikel. Hierbei wachsen die 
Herzmuskelzellen in der Länge, die Sarkomere werden in Reihe angeordnet und es kommt 
zu einer Vergrößerung des Kammervolumens [8].  
Diese kompensatorische Hypertrophie führt dazu, dass sich die Pumpfunktion wieder 
normalisiert und damit das Herz-Zeit-Volumen aufrecht erhalten werden kann. Besteht die 
erhöhte Belastung jedoch weiterhin oder nimmt an Intensität zu, kann das Herz diese 
Anforderung nicht unbegrenzt erfüllen. Es besteht die Gefahr des Fortschreitens der  
kompensatorischen Hypertrophie über Umbauprozesse des Myokards, bis hin zum 
Herzversagen [8]. 
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3.2.2. Pathologische Hypertrophie 
Die zunächst physiologischen, später pathologischen Umbauvorgänge, führen zu diversen 
Veränderungen in der Struktur und Zusammensetzung der Herzmuskulatur, dem 
myokardialen Remodeling. Die genauen Vorgänge sind bis heute noch nicht vollkommen 
verstanden, man weiß allerdings, dass sowohl pro- und anti-inflammatorische Zytokine als 
auch Wachstums- und Apoptosefaktoren eine wichtige regulatorische Rolle spielen. 
Eine grundlegende Funktion von Herzmuskelzellen besteht darin, äußere mechanische 
Stimuli auf eine intra- bzw. interzelluläre Ebene zu übertragen und weiter zu vermitteln. Das 
bei dieser Mechanotransduktion nicht nur die einzelne Muskelzelle, sondern vielmehr die 
Herzmuskulatur mit extrazellulärer Matrix (EZM) als Gesamtheit von Bedeutung ist, lässt sich 
durch die Betrachtung des Herzens als funktionelles und strukturelles Synzytium erklären.  
Auf intrazellulärer Ebene kommt es infolge eines Stimulus zu vermehrter Produktion von 
Signalmolekülen, Veränderungen des kontraktilen Apparates und des Zytoskeletts [9]. 
Verschiedene Signalkaskaden führen zur Aktivierung von so genannten „early genes“ (NF-
κB, c-jun, c-fos, c-myc) und zur Re-expression von fetalen Genen wie „atrial natriuretic 
factor“ (ANF), „ß-myosin heavy chain“ (ß-MHC) oder „skeletal alpha actin“ (SKA). Die 
vermehrte Expression dieser Gene wird auch als Marker für Hypertrophie benutzt [10]. 
Wichtige Signaltransduktionswege werden von Angiotensin-II (AT-II) [11] und Cardiotropin-1 
(CT-1) [12] via G-Protein vermittelt, aber auch von anderen Wachstumsfaktoren wie TGF-β 
[13] oder VEGF [14] über Rezeptoren mit intrinsischer Kinaseaktivität.  
Auf extrazellulärer Ebene kommt es vor allem zu einer dynamischen Restrukturierung der 
extrazellulären Matrix und verbunden damit zu Veränderungen in der Rezeptorendichte für 
vermittelnde Zytokine [9]. Die Hauptkomponente der extrazellulären Matrix sind 
verschiedene Kollagene (I,III,IV,V,VI), die ein dreidimensionales Netzwerk zwischen den 
Kardiomyozyten bilden. Die elastische Struktur der extrazellulären Matrix sorgt dafür, dass 
die mechanischen Kräfte auf die Kardiomyozyten übertragen und von ihnen weitergeleitet 
werden [15]. Ein intaktes Kollagennetzwerk ist essentiell für die Integrität der einzelnen 
Herzmuskelzellen und damit für die Funktionalität der Muskulatur [16]. Die Balance zwischen 
Auf- und Abbau der EZM-Bestandteile wird von so genannten  Matrixmetalloproteinasen 
(MMPs) und deren Inhibitoren „Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases“ (TIMPs) 
aufrecht erhalten. Unter  z.B. hypoxischen Bedingungen kommt es zum Ungleichgewicht von 
Synthese und Abbau und damit zu kardialem Remodeling und Dysfunktion [17]. In diesem 
Zusammenhang haben Myofibroblasten eine wichtige Funktion. Sie sind in der Lage, 
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine, EZM-Proteine sowie Proteasen zu produzieren 
und diese durch Interaktion untereinander oder mit Kardiomyozyten freizusetzen [18]. 
 
Auch die Balance zwischen Zelltod und Überleben spielt eine wichtige Rolle bei der Antwort 
von Herzmuskelzellen auf mechanische Belastung. So konnte gezeigt werden, dass bei 
4
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hypertrophischen Umbauvorgängen pro-apoptotische Faktoren aktiv sind, aber auch anti-
apoptotische Signalkaskaden vermehrt induziert werden [19,20]. In diesem Zusammenhang 
ist die Induktion von zytoprotektiven Hitzeschockproteinen (HSP) von Bedeutung. CT-1 ist 
als Wachstumsfaktor (hochreguliert bei mechanischer Belastung) zum Beispiel in der Lage, 
die Produktion von HSPs zu steigern. 
Zusammenfassend manifestiert sich myokardiales Remodeling in Veränderungen der Größe 
und der Funktion des Herzens durch hypertrophische, fibrotische und apoptotische Vorgänge 
der Herzmuskelzellen. Die Folge ist das klinische Korrelat der angepassten Herzleistung 
bzw. der Herzinsuffizienz [22]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2: Schema myokardiales Remodeling; Unter mechanischer Belastung kommt es zu diversen 
Umbauvorgängen im Myokard. Die Vorgänge beeinflussen sich gegenseitig und befinden sich in physiologischem 
Zustand im Gleichgewicht. Bei Persistenz der Stimuli oder Störungen der Balance kann es zur Herzinsuffizienz 
kommen. 
 
 
3.3. Wachstumsfaktoren und deren Funktion im Myokard 
Wachstumsfaktoren sind essentielle Mediatoren während der regelrechten Entwicklung der 
menschlichen Organe. Dass VEGF, CT-1 und TGF-β für das Überleben während der 
Entwicklung von Nöten sind, zeigen besonders eindrucksvoll Studien mit knock-out Mäusen, 
defizient in dem jeweiligen Faktor [23,24,25]. Auch spielen sie eine entscheidende Rolle bei 
der Antwort von Kardiomyozyten auf mechanische Belastung und Hypoxie. Sie sind 
verantwortlich für die Entwicklung einer kompensatorischen Hypertrophie, aber auch 
CT-1, VEGF TGF-ß Bak, Fas/FasL Bcl-Xl 
anti-Apoptose ApoptoseFibrose Hypertrophie 
Herzinsuffizienz 
myokardiales Remodeling
Hämodynamische 
Druckbelastung
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entscheidend am Übergang zum pathologischen myokardialen Remodeling beteiligt. Dabei 
nehmen VEGF als wichtigster Mediator der Angiogenese, CT-1 als Stimulator des 
Wachstums und TGF-β als Induktor von fibrotischem Umbau jeweils zentrale Rollen ein.  
 
3.3.1. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
Die VEGF-Familie umfasst die Polypeptide VEGF A bis E, sowie den plazentaren 
Wachstumsfaktor PIGF [26]. Im Folgenden ist die Rede von VEGF A, welches für die 
Angiogenese am wichtigsten ist. Durch alternatives Splicen werden verschiedene Isoformen 
von VEGF synthetisiert. Die Isoform VEGF165, ein 46-kDa Homodimer, stellt die in vitro 
biologisch aktivste Form dar [27]. VEGF entfaltet seine Wirkung an Endothelzellen über zwei 
in der Struktur ähnliche Rezeptoren, VEGF-R1 (Flt-1) und VEGF-R2 (KDR/Flk-1). Sie 
bestehen aus sieben extrazellulären Immunglobulindomänen, einer transmembran Region 
und einer intrazellulären Tyrosinkinasedomäne [28,29]. Ein dritter Rezeptor VEGF-R3 
befindet sich nur in lymphatischem Gewebe und vermittelt die Wirkung von VEGF C und D 
[30]. Obwohl VEGF eine höhere Affinität zu R1 hat, werden die meisten Effekte in 
Endothelzellen von R2 vermittelt [31]. Nach Ligandenbindung kommt es zu Dimerisierung 
zweier Rezeptoruntereinheiten und anschließender Transphosphorylierung der Kinase-
Domänen. Sobald der Rezeptor aktiviert ist, wird die Bindungsstelle für Effektorproteine 
phosphoryliert und damit die Signalkaskade in Gang gesetzt [32]. Die Wirkungen von VEGF 
sind äußerst vielfältig. Zum einen wird ein direkter Einfluss auf die Proliferation und Migration 
von Endothelzellen beschrieben [33,34], zum anderen anti-apoptotische Effekte via Bcl-2 
und PI3K/AKT [35,36]. Die Expression von VEGF ist eng gekoppelt mit dem 
Transkriptionsfaktor Hypoxia-Inducible-Factor-1 (Hif-1). Dieser bindet an spezielle 
Sequenzen in den Promotorregionen von hypoxie-induzierbaren Genen und sorgt damit für 
deren vermehrte Expression [37]. Klinische und tierexperimentelle Studien, vor allem unserer 
Gruppe, haben gezeigt, dass Hif-1 und VEGF unter hypoxischen und ischämischen 
Bedingungen, sowie bei vermehrtem mechanischem Stress exprimiert werden und zu 
myokardialem Remodeling führen können [38,39,40]. Der große Einfluss von VEGF auf die 
Herzmuskulatur wird in einer Studie mit VEGF defizienten Mäusen deutlich. Die knock-out 
Gruppe wies eine verminderte koronare Vaskularisierung und Pumpfunktion sowie geringe 
Ventrikelwanddicken auf [23]. Tomanek et al. zeigten, dass in vitro gedehnte 
Kardiomyozyten erhöhte Konzentrationen von VEGF-mRNA und VEGF-Protein aufwiesen. 
Co-kultivierte Endothelzellen zeigten eine deutliche Proliferation, Migration und 
Röhrenbildung [41]. Auch in tierexperimentellen Studien mit Schweinen konnten initial nach 
Druckbelastung des rechten Ventrikels erhöhte Konzentrationen von VEGF-mRNA 
nachgewiesen werden [7,42]. 
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3.3.2. Cardiotropin-1 (CT-1) 
CT-1 ist mit Leucemia-Inhibitory-Factor (LIF) und Interleukin-6 (IL-6) Mitglied der IL-6-
Zytokinfamilie. Wie alle Zytokine der IL-6-Familie nutzt CT-1 die gemeinsame 
Rezeptoruntereinheit gp130. Nach Ligandenbindung kommt es zur Dimerisierung der 
Rezeptoruntereinheiten gp130 und LIF-R und dadurch zur Phosphorylierung von mit dem 
Rezeptor assoziierten Janus-aktivierenden-Kinasen (JAK). Die aktivierten JAK 
phosphorylieren nun die Bindungsstelle von STAT-Proteinen („Signal Transducer and 
Activator of Transcription“) und ermöglichen damit deren Interaktion. Nach Aktivierung 
dissoziieren die STAT-Proteine vom Rezeptor, bilden Homo- oder Heterodimere und 
translozieren in den Zellkern. Dort binden sie an spezifische DNA-Sequenzen und aktivieren 
die Transkription von Zielgenen [43]. Laut einer Studie von Takahashi et al. soll jedoch nicht 
der Jak/STAT-Weg allein verantwortlich für die von CT-1 vermittelte Hypertrophie sein. 
Vielmehr erforschten sie eine Kaskade via MAPK/ERK5-Kinase (MEK5). MEK5 defiziente 
Kardiomyozyten wiesen im folgenden in vitro Experiment nach CT-1 Stimulation keine 
Hypertrophie auf [44].  
Trotzdem spielen sowohl CT-1 als auch der Signalweg via gp130 und Jak/STAT im Rahmen 
von mechanischem Stress und Hypertrophieentwicklung am Herzen eine große Rolle. So 
konnten neben erhöhten Konzentrationen von CT-1-mRNA  auch gesteigerte Aktivitäten von 
gp130 und Jak/STAT bei in vitro gedehnten Kardiomyozyten gefunden werden [45]. Ähnliche 
Ergebnisse liefert eine Folgestudie, bei der durch eine in vivo Druckbelastung des linken 
Ventrikels von Ratten ebenfalls CT-1-mRNA und die Aktivitäten von gp130 sowie Jak/STAT 
erhöht waren [46]. In weiteren klinischen Studien konnte eine Korrelation zwischen 
vermehrter Expression von CT-1-mRNA in Plasma bzw. Myokard und linksventrikulärer 
Dysfunktion bei infarzierten Herzen und beim Übergang von Hypertrophie zu Herzversagen 
gefunden werden [47,48]. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass gp130 defiziente 
knock-out Mäuse noch in utero versterben und hypoplastische Ventrikel aufweisen [24]. 
Neben mechanischer Druckbelastung stellen Hypoxie bzw. Ischämie weitere Stimuli für die 
Expression von CT-1 dar. Bei in vitro kultivierten Kardiomyozyten konnte unter hypoxischen 
Bedingungen eine erhöhte Phosphorylierungsrate von STAT Proteinen  sowie vermehrte 
Expression von CT-1-mRNA gefunden werden [49]. Eine Quervernetzung zu dem oben 
beschriebenen VEGF besteht ebenfalls über den STAT (STAT-3) Signalweg. Funamoto et 
al. konnten zeigen, dass die VEGF mRNA und Proteinkonzentrationen nach Stimulation des 
gp130 Rezeptors mittels LIF und CT-1 in kultivierten Kardiomyozyten rasch anstiegen [50]. 
Eine weitere Funktion zeichnet CT-1 gerade im Kontext des myokardialen Remodelings aus. 
So wurde in mehreren Studien gezeigt, dass CT-1 neben der Funktion als Wachstumsfaktor 
auch einen anti-apoptotischen Einfluss auf das Überleben von Herzmuskelzellen hat. 
Verschiedene Möglichkeiten werden diskutiert. Zum einen ist eine STAT-1 abhängige 
Hochregulierung von anti-apoptotischem Bcl-Xl denkbar [51], zum anderen eine über MAPK 
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regulierte Expression von zellprotektiven Hitzeschockproteinen (unter anderem HSP 70, 90) 
[21,52]. Anti-apoptotische Effekte konnten auch via Phosphatidylinositol 3-OH Kinase-
Kaskade (PI3K/Akt)  bei kultivierten Kardiomyozyten nachgewiesen werden [20].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Schema CT-1 Wirkungsgrafik grüne Pfeile: stimulierend; rote Pfeile: hemmend 
 
 
3.3.3. Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1)  
Die Mitglieder der TGF-β Familie stellen multifunktionale Zytokine im menschlichen 
Organismus dar. Nahezu jede Zellart ist in der Lage TGF-β zu produzieren und Rezeptoren 
für dieses Zytokin bereitzustellen. Drei strukturell und funktionell ähnliche TGF-β Isoformen 
sind beschrieben [53]. Während TGF-β2 hauptsächlich in epithelialen sowie neuronalen 
Zellen und TGF-β3 in mesenchymalen Zellen exprimiert wird [54], ist TGF-β1 in Herzmuskel, 
Endothel-, hämatopoetischen- und Bindegewebezellen zu finden und verantwortlich für 
fibrotische Umbauprozesse in Herz, Lunge, Leber und Niere [55,56]. Das TGF-β1 Gen 
kodiert für ein 390 Aminosäuren großes Vorläufermolekül bestehend aus Signalpeptid, 
einem Latenz-assoziiertem Peptid (LAP) und aktivem TGF-β. Nach Abspaltung des 
Signalpeptids wird TGF-β zusammen mit LAP als inaktiver Komplex extrazellulär 
gespeichert, dabei ist ein TGF-β-Dimer nicht-kovalent an ein LAP-Dimer gebunden. Durch 
proteolytische Enzyme kann nach Aktivierung matures TGF-β freigesetzt werden [57]. Diese 
posttranslationale Kontrolle ermöglicht eine schnelle Rekrutierung von latent gespeichertem 
TGF-β und damit eine gute Regulation der biologischen Effekte. TGF-β kann mit drei 
Rezeptoren (TGF-β R I-III), die ebenfalls als Dimere vorliegen, interagieren. Nach Bindung 
an TGF-β R-II rekrutiert dieser R-I, um einen tetrameren Komplex zu bilden. Mittels einer  
Serin/Threonin-Kinase werden nun receptor-regulated Smad-Proteine (R-Smad 2 und 3) 
phosphoryliert und damit aktiviert. Diese formen mit common-mediator Smad-Proteinen (Co-
Smad 4) einen heterotrimeren Komplex, welcher in den Zellkern transloziert und durch 
CT-1
MAPK PI3K/Akt STAT-1
Apoptose
STAT-3 MEK5-ERK5 
Hypertrophie 
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Bindung an ATF (activating transkription factor) die Transkription von Zielgenen bewirkt [58]. 
Weiterhin ist TGF-β RIII in der Lage, ein gebundenes Zytokin zu den anderen beiden 
Rezeptoren zu transportieren, welche dann die weitere intrazelluläre Signalkaskade 
initiieren. Die Aktivierung von R-Smad 2 und 3 kann durch inhibitory Smads (I-Smad 6 und 7) 
verhindert werden [13,59]. Alternativ zu diesem Aktivierungsweg ist ein weiterer 
Mechanismus zur Signaltransduktion beschrieben. Hierbei werden anstelle von Smad 2 und 
3 ein TAB-1 (TAK-1 binding protein) Protein aktiviert, welches an die Serin/Threonin-Kinase 
von TAK-1 (TGF-β activated kinase) bindet. Dieser Komplex aktiviert nun Mitglieder der 
Mitogen-Aktivated Protein Kinase-Kinase Familie (MAPKK), nämlich MKK 3,4 und 6. Diese 
aktivieren wiederum die Proteinkinase p38, welche ATF phosphoryliert und dessen Aktivität 
steigert [58,60].  
 
                           TGF-β                              R II               R I                           R II/R I 
                                               
                             R III  
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Schema Signaltransduktion TGF-β 
 
 
TGF-β kann sowohl in myokardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten, als auch in Zellen 
des zirkulierenden Blutes, insbesondere Leukozyten und Thrombozyten, nachgewiesen 
werden [54,55,56]. Zu den Haupteigenschaften gehört einerseits die Entzündungs-
hemmung, da TGF-β als anti-inflammatorisches Zytokin inhibitorisch auf B- und T-Zellen 
wirkt [61]. TGF-β defiziente Mäuse versterben früh an einer massiven systemischen 
Entzündung, wobei Herz und Lunge als erste Organe betroffen sind [25]. Andererseits hat 
TAB1 
Smad2/3 
Smad4 
Smad2/3
TAK1 
TAK1 
TAB1 
ATF-2 
MKK 3,4,6 
p38 
Smad4 
9
  
10
TGF-β als Wachstumsfaktor eine starke profibrotische Wirkung [62]. So konnte im Myokard 
von druckbelasteten Rattenherzen erhöhte TGF-β-Spiegel sowie vermehrte Expression von 
Kollagen und Fibronektin gefunden werden [63]. Eine Studie von Villareal et al. zur 
Druckbelastung des linken Ventrikels durch Banding der Aorta bestätigte diese Ergebnisse 
[64]. Auch im rechten Ventrikel konnten nach Druckbelastung mittels Banding der 
Pulmonalarterie neben vermehrter VEGF-mRNA, erhöhte Konzentrationen von TGF-β-
mRNA gefunden werden [7]. In einer weiteren tierexperimentellen Studie konnte eine 
Hypertrophie des Herzens durch Überexpression von TGF-β bei transgenen Mäusen erreicht 
werden [65]. Ein interessanter Zusammenhang zwischen TGF-β und VEGF wurde von 
Zheng et al. aufgezeigt. Sie fanden heraus, dass Dehnung von Kardiomyozyten die mRNA-
Konzentrationen von TGF-β und VEGF erhöht und dass TGF-β neutralisierende Antikörper 
den Anstieg von VEGF unterdrücken [66]. Daraus lässt sich folgern, dass TGF-β auch 
indirekt pro-angiogenetisch wirkt. Diese Studien zeigen, dass  TGF-β aktiv in Vorgänge des 
myokardialen Remodelings involviert ist.  
 
 
3.4. Der programmierte Zelltod – Apoptose im Myokard 
Es sind drei Mechanismen bekannt, die zum Untergang von Zellen führen können. Während 
es bei der Nekrose zu einem unkontrollierten, meist unter pathologischen Bedingungen 
stattfindenden Zelluntergang mit begleitender Entzündungsreaktion kommt, stellt die 
Apoptose als programmierter Zelltod einen genau regulierten, ernergieabhängigen 
Mechanismus dar. Mittels fein abgestimmter Signaltransduktionswege kommt es zur 
Zellschrumpfung, DNA-Fragmentation und Abschnürung von so genannten „apoptotic 
bodies“. Bei diesem programmierten Zelltod findet keinerlei Entzündungsreaktion statt. Die 
Autophagie ist ähnlich der Apoptose gut reguliert, morphologisch gleicht sie jedoch der 
Nekrose [67]. 
Durch die Komplexität der Regulation stellt die Apoptose ein sehr interessantes Gebiet für 
die Forschung dar, nicht zuletzt auf Grund der therapeutischen Angriffsmöglichkeiten. 
Mehrere Studien haben gezeigt, dass apoptotische Vorgänge im Rahmen des myokardialen 
Remodelings bei mechanischem Stress ausgesetzten Kardiomyozyten eine große Rolle 
spielen. So konnte in tierexperimentellen Studien mit Schafen und Ratten bei 
Druckbelastung des linken Ventrikels eine vermehrte Expression pro-apoptotischer Faktoren 
nachgewiesen werden [68,69]. Kardiomyozyten von Ratten, die in vitro einer vermehrten 
Dehnung ausgesetzt werden, weisen ebenfalls einen erhöhten Apoptoseindex auf [70]. Dass 
Hypertrophie und Apoptose eng miteinander verknüpft sind, zeigen Studien über gp130 
defiziente knock-out Mäuse. gp130 als Bestandteil des Rezeptors für Cardiotropin (CT-1) 
vermittelt die Hypertrophie verursachende Wirkung dieses Zytokins. Im Tierversuch konnte 
gezeigt werden, dass das Fehlen von gp130 in Kombination mit mechanischem Stress zu 
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massiver Apoptose der Kardiomyozyten und Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie 
führt, während die Kontrollgruppe eine kompensatorische Hypertrophie entwickelte [71]. 
Weiterhin wird vermutet, dass bei Persistenz der Stimulation durch Wachstumsfaktoren bei 
anhaltendem mechanischen Stress, die primär entstehende Hypertrophie in eine vermehrte 
Apoptose der Herzmuskelzellen übergeht. Dabei wird diskutiert, ob die Wachstumsfaktoren 
durch Verlust von intrazellulären Überlebenssignalen zu pro-apoptotischen Faktoren werden 
[72]. 
 
3.4.1. Der intrinsische Weg – Bcl-2 Familie 
Das Mitochondrium nimmt die zentrale Stelle im intrinsischen Aktivierungsweg ein. Diverse 
Stimuli wie DNA-Schäden, Verlust von Wachstumsfaktoren, chronische Hypoxie oder 
hämodynamische Druckbelastung führen in der Herzmuskelzelle zur Ausschüttung von pro-
apoptotischen Proteinen wie Cytochrom C, Endonuklease G und Apoptose induzierender 
Faktor (AIF). Zusammen mit Apaf-1 und Präsenz von dATP und Pro-Caspase 9 bildet 
Cytochrom C einen makromolekularen Komplex, das Apoptosom. Dieses triggert die 
Aktivierung von Effektor Pro-Caspase 3 und damit die Apoptose [73]. Dieser Prozess 
unterliegt einer strengen Regulation durch diverse Faktoren. Eine entscheidende Rolle dabei 
spielen Proteine der Bcl-2 Familie. Diese Proteine zeichnen sich durch vier verschiedene 
Bcl-2 Homologie-Domänen (BH1-4) aus. Die anti-apoptotischen Proteine (Bcl-2, Bcl-Xl) 
tragen alle vier BH-Domänen, die pro-apoptotischen Faktoren tragen entweder die BH 
Domänen 1-3 (Bak, Bax) oder nur die BH-3 Domäne (Bnip3, Bim, Bik, Bad, Puma und viele 
mehr) [74]. Eine Sonderstellung nimmt das Bcl-X Gen ein. Durch alternatives Splicen kann 
ein aus 210 Basenpaaren (Bcl-Xl) oder ein aus 178 Basenpaaren bestehendes Produkt (Bcl-
Xs) synthetisiert werden, welches neben der BH3- nur die BH4-Domäne trägt. Während Bcl-
Xl wie Bcl-2 anti-apoptotisch wirkt, wird Bcl-Xs eine pro-apoptotische, Bcl-2 hemmende 
Funktion zugeschrieben [75,76]. 
 
Anti-apoptotisch: Bcl-2, Bcl-Xl 
                    BH4           BH3              BH1                  BH2                  TM             
 
 
Pro-apoptotisch: Bak, Bax 
         BH3               BH1                  BH2                  TM       
 
 
Pro-apoptotisch: Bcl-Xs 
                    BH4           BH3                                                                 TM             
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Pro-apoptotisch : Bnip3, Bim, Bik 
                                      BH3                                                                  TM       
 
 
Pro-apoptotisch: Bad, Puma 
                                      BH3                                           
 
 
Die Regulation der Apoptose ist ein sehr komplexer Vorgang und bis heute noch 
Gegenstand intensiver Forschung. Verschiedene Möglichkeiten des Zusammenspiels der 
Faktoren sind denkbar. i) In Folge eines apoptotischen Stimulus kommt es zu einer 
Aktivierung der pro-apoptotischen BH3-Proteine im Zytosol. Bak als weiterer pro-
apoptotische Faktor ist ein integrales Membranprotein und in der Zellwand des 
Mitochondriums lokalisiert. Dort wird es durch die anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2 
Familie in einem inaktiven Zustand gehalten [77]. Die BH3-Proteine können nun durch 
Hemmung der Bcl-2 Proteine diese Inaktivierung neutralisieren und ermöglichen damit die 
Freisetzung von Faktoren wie Cytochrom C oder Endonuklease G aus dem Mitochondrium 
durch Bak. ii)Bei einem anderen denkbareren Mechanismus geht man davon aus, dass anti-
apoptotische Bcl-2 Proteine direkt die Aktivierung der BH3-Proteine verhindern und damit 
deren Wirkung auf Bak [78]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: Zusammenspiel der pro- (rot) und anti-apoptotischen (grün) Faktoren.  
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Dass Bak, beziehungsweise Bax für den intrinsischen Aktivierungsweg essentiell sind, zeigt 
eine Studie, die mit Hilfe von knock-out Mäusen beweist, dass Zellen, die weder Bak noch 
Bax exprimieren, resistent sind gegen apoptotische Stimuli wie UV-Licht oder Entzug von 
Wachstumsfaktoren [79]. Zellen, denen nur einer der beiden Faktoren fehlt, sind hingegen 
nicht resistent gegen apoptotische Stimuli, was für eine mögliche funktionelle 
Gleichwertigkeit der beiden Proteine spricht. Im Rahmen einer mechanischen Belastung [68] 
oder durch chronische Hypoxie [80] verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen pro- und 
anti-apoptotischen Faktoren zugunsten der Apoptose. Tierexperimentell konnte festgestellt 
werden, dass eine hämodynamische Druckbelastung des linken Ventrikels durch Banding 
der Aorta bei Ratten, neben der Entwicklung einer Hypertrophie des linken Ventrikels, die 
Expression von Bcl-2 vermindert und von Bax erhöht [68]. Damit steigert sich die 
Wahrscheinlichkeit, dass primär hypertrophierte Herzmuskelzellen in den programmierten 
Zelltod übergehen.  
 
3.4.2. Der extrinsische Weg – Fas/FasL 
Der Todesrezeptor- oder auch extrinsische Aktivierungsweg ist einer der am besten 
beschriebenen Mechanismen der Apoptose [81]. Ein typischer Vertreter ist das aus 319 
Aminosäuren bestehende Zelloberflächenprotein Fas (CD95) [82]. Der Fas-Rezeptor gehört 
zur transmembranären Tumor Nekrose Faktor (TNF) Superfamilie (Typ I-Membranproteine). 
Nach Bindung seines Liganden Fas-L bildet der Rezeptor einen homotrimeren Komplex, 
welcher über die zytosolisch gelegene, so genannte Todesdomäne mit dem Adapterprotein 
FADD (Fas associated death domain) interagiert. Dies führt zur Aktivierung von Pro-Caspase 
8 und damit in der Folge von Effektor-Pro-Caspase 3 [83,84]. Die tödlichen Folgen der 
Bindung von Fas-L an Fas kann durch eine anti-apoptotisch wirkende lösliche Form von Fas 
(sFas) verhindert werden [85]. Das neben dem intrinsischen Aktivierungsweg auch der über 
Fas/Fas-L vermittelte Weg der Apoptose im Herzen eine Rolle spielt, zeigen in vivo und in 
vitro Experimente. So konnte bei einer klinischen Studie in Biopsien von Herzmuskelgewebe 
bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhöhte 
Fas-Expression festgestellt werden [86]. In vitro wiesen Kardiomyozyten von Ratten unter 
hypoxischen Bedingungen eine erhöhte Apoptoserate und im Vergleich zur Kontrollgruppe 
verdoppelte Fas-mRNA Konzentrationen auf [87]. Weiterhin konnten Cheng et al. zeigen, 
dass mechanischem Zug ausgesetzte Herzmuskulatur unter anderem eine Überexpression 
von Fas zur Folge hat [70]. Erhöhte Werte von Fas/Fas-L, aber auch von Caspase 3 und 8 
als Effektormoleküle des extrinsischen Weges wurden in einem ähnlichen Modell zur 
mechanischen Belastung von Herzmuskulatur gefunden [88]. Tierexperimentell konnten bei 
Ratten [89] und Schafen [90] nach Druckbelastung des linken Ventrikels mittels Banding der 
Aorta erhöhte Fas-mRNA Konzentrationen festgestellt werden. 
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4. Fragestellung und Zielsetzung 
 
Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ist ein folgenschwerer Vorgang bei diversen 
Herzerkrankungen. Dabei sind nicht nur ältere Patienten mit jahrelangem Krankheitsverlauf 
betroffen, sondern auch Kinder mit kongenitalen Herzfehlern. Die genauen Hintergründe des 
Fortschreitens einer anfangs kompensatorischen Hypertrophie bis hin zum terminalen 
Herzversagen sind bis heute nicht eindeutig geklärt. Sie stellen jedoch eine große 
therapeutische Angriffsfläche dar und sind deshalb Ziel intensiver Forschung. 
Hypertrophische, fibrotische, apoptotische und inflammatorische Vorgänge sind im 
Zusammenhang des myokardialen Remodelings in vitro beschrieben worden. In vivo Studien 
beziehen sich jedoch zumeist auf kurze Zeiträume, dass heißt auf die initialen Vorgänge 
[6,7]. Daher war es unser Ziel, ein dem Neugeborenen möglichst ähnliches Tiermodell zu 
etablieren, welches ermöglicht über eine längere Zeitspanne Faktoren zu untersuchen, die in 
dem Remodelingprozess eine wesentliche Rolle spielen. Damit sollte es gelingen, eventuelle 
dynamische Zusammenhänge zwischen zunehmender Druckbelastung und dem 
Fortschreiten von myokardialem Remodeling im Verlauf aufzuzeigen. Die operativ induzierte 
hämodynamische Druckbelastung des rechten Ventrikels sollte Informationen über die 
Expression verschiedener Zytokine, verantwortlich für Wachstum und Apoptose, im Myokard 
und Blut des Neugeborenen mit kongenitalem Herzfehler erbringen.  
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5. Material und Methodik1 
 
5.1. Tiermodell zur  Druckbelastung des rechten Ventrikels 
Alle Tierexperimente wurden nach § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes durch die 
Bezirksregierung in Köln genehmigt. Durchgeführt wurden alle Untersuchungen in den 
Räumlichkeiten des Zentrallaboratoriums für Versuchstierkunde des Universitätsklinikums 
der RWTH Aachen (damaliger Direktor Univ. Prof. Dr. W. Küpper). Die veterinärmedizinsche 
Betreuung außerhalb der Versuchstage erfolgte mit der Unterstützung der Mitarbeiter des 
Instituts für Versuchstierkunde. 
Um die Größen- und Gewichtsklassen von neugeborenen Kindern mit angeborenen 
Herzfehlern geeignet im Versuch zu rekonstruieren, wurde das neugeborene Lamm als 
Versuchstier ausgewählt, da sich Anatomie und Größe des Herzens bei diesen nur 
unwesentlich von denen des menschlichen Kindes unterscheidet.  
Die trächtigen Mutterschafe, Gattung Merino-Mix,  wurden im Durchschnitt zwei Wochen vor 
dem errechneten Geburtstermin im Institut für Versuchstierkunde untergebracht um eine 
vorgeburtliche Akklimatisierung und Stressminimierung beim Mutterschaf gewährleisten zu 
können. Die Lämmer, im Schnitt zwei pro Mutterschaf, wurden im Tierversuchslabor geboren 
und standen somit unmittelbar postpartal ohne Transportbelastungen (Stress, Hypothermie) 
für die Versuchsserien zur Verfügung. Die Ernährung erfolgte in den ersten Lebenswochen 
durch Säugen am Mutterschaf, später zusätzlich durch Lämmerkraftfutter. Komplikationen 
sowie Infektionsrisiken wurden durch die Einzelhaltung des Muttertieres mit ihren Lämmern 
gemindert. Das Risiko einer postpartalen Hypothermie wurde durch eine angemessene 
Klimatisierung der Stallung sowie das Anbringen von Wärmelampen minimiert. Die Lämmer 
wogen bei Geburt im Durchschnitt 5768g ± 1114g (n=13). 
Da wir den Einfluss einer hämodynamischen Druckbelastung des rechten Ventrikels auf die 
Expression von Wachstums- sowie Apoptosefaktoren untersuchen wollten, erzeugten wir 
nach der Geburt des Lammes operativ eine Stenose der Arteria Pulmonalis durch die Anlage 
eines Bandings (C.R. Bard Inc., New Jersey, USA) am Pulmonalarterienstamm und somit 
eine verstärkte Druckbelastung des rechten Ventrikels. 
 
5.1.1. Zeitverlauf des Tiermodells 
17 Lämmer  wurden in den Räumlichkeiten des Instituts für Versuchstierkunde der RWTH 
Aachen geboren und 36 Stunden postpartal operiert (davon acht Lämmer mit 
Pulmonalarterienbanding und neun Lämmer als Kontrolle). Wir wählten diesen Zeitraum von 
36 Stunden um auf der einen Seite einen gewissen Abstand zum Geburtsstress des 
neugeborenen Lammes sicher zu stellen und somit das Operationsrisiko zu reduzieren und 
                                                 
1 Der folgende Abschnitt, bis Seite 27, ist weitestgehend äquivalent mit dem Kapitel „Material und Methodik“ von Herrn Peter Liersch. Wir 
haben gemeinsam am selben Tiermodell mit unterschiedlichen Fragestellungen gearbeitet und daher Material und Methoden in 
Zusammenarbeit erstellt. 
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um auf der anderen Seite der Simulation einer von Geburt an bestehenden 
Rechtsherzdruckbelastung besonders nahe zu kommen. Während die Versuchsgruppe 
dabei das Banding um die Arteria Pulmonalis erhielt, wurde bei der Kontrollgruppe der 
gleiche Eingriff ohne die Anlage des Bandings, also lediglich eine Thorakotomie, 
durchgeführt. 
Eine (HKU 1), vier (HKU 2) und zwölf (HKU 3) Wochen nach der Operation wurden bei den 
Tieren der Bandinggruppe sowie der Kontrollgruppe Herzkatheteruntersuchungen 
durchgeführt. Es wurden die Drücke in der linken Pulmonalarterie, also bei den Lämmern der 
Bandinggruppe post-stenotisch, im rechten Ventrikel und zentralvenös gemessen. Bei der 
dritten Herzkatheteruntersuchung nach 12 Wochen (HKU 3) wurden zusätzlich 5-10 Biopsien 
aus dem rechten Ventrikel entnommen und das Lamm post-interventionell euthanasiert. 
 
Zeitpunkt Eingriff
36 Stunden nach der Geburt OP (Anlage des Pulmonalis-Bandings / Thorakotomie)
1 Woche nach der Geburt Katheteruntersuchung mit Druckmessungen (HKU 1)
4 Wochen nach der Geburt Katheteruntersuchung mit Druckmessungen (HKU 2)
12 Wochen nach der Geburt Katheteruntersuchung mit Druckmessungen und Entnahme von Biopsien aus dem rechten Ventrikel; Euthanasie (HKU 3)
 
Tab. 1: Zeitverlauf des Versuchsaufbaus 
 
Aufgrund der Komplexität der postoperativen Versorgung und der Nachsorge in den ersten 
Lebenstagen des Lammes, der Risken der Eingriffe nach einer Lebenswoche und aufgrund 
der Unwägbarkeiten in der Fürsorge des Mutterschafes in der Versorgung ihrer Jungtiere 
verstarben während unserer Versuchsreihe vier von den insgesamt 17 Lämmern vorzeitig 
und konnten nicht in unsere Auswertung mit einbezogen werden. Eines der Vier war das 
schwächste Lamm einer Drillingsschwangerschaft, bekam so in den ersten Lebenstagen 
nicht genug Muttermilch und verstarb nach kurzer Zeit. Bei einem weiteren Lamm kam es im 
Rahmen der Narkose bei der Operation in den ersten Lebensstunden zum Herzstillstand, 
wobei jegliche Reanimationsmaßnahmen scheiterten. Zudem verstarben zwei Lämmer im 
Rahmen der ersten Herzkatheteruntersuchung nach einer Lebenswoche. Bei diesen 
Lämmern versuchten wir, bereits bei der HKU 1 Biopsien aus der Wand des rechten 
Ventrikels zu entnehmen. Aufgrund der in diesem Alter sehr geringen Wandstärke des 
rechten Ventrikels und der Schwierigkeit, den Katheter ohne Hilfe von Kontrastmittel optimal 
septal zu platzieren, kam es bei diesen beiden Lämmern zu Herzbeuteltamponaden nach 
Biopsieentnahme. Bedingt durch die hohen Risiken, die mit einer Biopsiegewinnung in den 
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ersten Lebenswochen verbunden waren, änderten wir den Versuchsaufbau, so dass in der 
Folge die Biopsien erst bei der HKU 3 genommen wurden. Insgesamt überlebten 13 Lämmer 
die gesamte Versuchsdauer, davon sechs Lämmer mit Pulmonalarterienbanding und sieben 
Lämmer als Kontrolle, die alle vollständig in die statistische Auswertung mit eingingen. Die 
vier vorzeitig verstorbenen Lämmer wurden bei den Berechnungen nicht weiter 
berücksichtigt. 
 
5.1.2. Anästhesie und Überwachung 
Die Narkoseeinleitung wurde durch die Inhalation  von 4% - 5% Isofluran, gemischt mit 
Sauerstoff, über eine Maske durchgeführt (die Maske wurde selber von uns angefertigt und 
war somit passgenau für die Lämmerschnauze). Da Isofluran die Pharynx- und Larynxreflexe 
schnell dämpft, war eine Trachealintubation (MALLINCKRODT Hi-Contour® Trachealtubus) 
problemlos möglich (Tubusgrößen: OP: 4,5; HKU1: 5; HKU2: 6; HKU3: 7,5). Zur 
Narkoseerhaltung wurden 0,8% - 1,5% Isofluran, gemischt mit Sauerstoff, verabreicht. Zur 
Analgesie während der Operation gaben wir Fentanyl® 5 μg/kg/h über den Perfusor, 
kombiniert mit einer einmaligen Bolusgabe von 10 μg Fentanyl®  zu Beginn der OP.  
Bei den drei Herzkatheteruntersuchungen wurde neben der Narkose mit 0,8% - 1,5% 
Isofluran nach Bedarf zusätzlich 1ml Propofol®  (MCT Fresenius 1% (10mg/1ml)) bolusweise 
verabreicht. 
Die Beatmung mit Isofluran erfolgte über das Model FABIUS® PM8050 von Dräger. Sowohl 
während der Operation, als auch bei den Herzkatheteruntersuchungen wurde den Lämmern 
ein arterieller Zugang gelegt, um eine kontinuierlich intravasale Blutdruckmessung 
durchführen zu können (Datex® Engström Compact). Bei den Herzkatheteruntersuchungen 
wurde dieser Druck in der linken oder rechten Ohrarterie gemessen, während der Operation 
in der Art. femoralis rechts, da diese beim neugeborenen Lamm deutlich besser zu 
punktieren war, als die Arterie am Ohr. Zur weiteren Überwachung wurden ein 3-Kanal 
Oberflächen-EKG (Rhythmusstreifen) und ein Pulsoxymeter angeschlossen. Zur Kontrolle 
der Beatmung führten wir zudem nach erfolgreicher Intubation und Arterienpunktion 
regelmäßige arterielle Blutgasanalysen durch. 
 
5.1.3. Eingriffe 
 
5.1.3.1. OP (Anlage des Pulmonalarterienbandings / Thorakotomie) 
Der Eingriff wurde sowohl bei der Banding- wie auch bei der Kontrollgruppe innerhalb des 
oben beschriebenen Zeitfensters postpartal vorgenommen und die Narkose wie oben 
beschrieben durchgeführt. Der Zugang der Thorakotomie erfolgte beim liegenden Lamm von 
der linken Seite über einen Interkostalschnitt im 4. Interkostalraum mit anschließender 
Rippenspreizung. Nach vollständiger Eröffnung des Thorax und Darstellung der Abgänge der 
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großen Gefäße vom Herzen wurde bei den Tieren der Versuchsgruppe das Banding (C.R. 
Bard Inc., New Jersey, USA) um den Stamm der Pulmonalarterie gebunden. Dabei wurde 
der Blutdruck vor und nach Anlage des Bandings gemessen und die Arteria Pulmonalis 
soweit verengt, dass der systolische intravasale Druck vor dem Banding ungefähr dem 
halben systolischen Systemdruck entsprach. Um ein Verrutschen des Bandings nach distal 
oder proximal zu verhindern, wurde das Banding anschließend mit der Wand der 
Pulmonalarterie vernäht. Bei den Lämmern der Kontrollgruppe wurde, obwohl keine 
Banding-Anlage erfolgte, ebenfalls operativ der Thorax eröffnet und die Abgänge der großen 
Gefäße wurden dargestellt. Da somit die Kontrollgruppe dem gleichen operativen und 
postoperativen Stress (Narkose, Hypothermie, Nahrungskarenz, Flüssigkeitsverlust) wie die 
Versuchsgruppe ausgesetzt war, konnte eine verbesserte Vergleichbarkeit der im Anschluss 
gewonnen Daten gewährleistet werden. 
Während der gesamten Operation war die kontinuierliche Darstellung des Nervus phrenicus 
von großer Bedeutung, da dieser genau entlang des Operationsfensters verlief und leicht 
verletzt werden konnte. Die postoperative Schmerztherapie erfolgte durch die 
postinterventionelle Gabe von 0,2ml Finadyne® i.v. (Injektionslösung 50mg/ml) ergänzt durch 
die Injektion von 0,1ml Temgesic® s.c. (Injektionslösung 0,324mg/ml, Wirkstoff: 
Buprenorphinhydrochlorid). In den ersten drei post-OP Tagen erfolgte eine weitere 
Schmerztherapie mit Temgesic® (0,1ml/12h s.c.) und Finadyne® (0,2ml/24h i.m.). 
 
5.1.3.2. Herzkatheteruntersuchungen 1 bis 3 
Die Herzkatheteruntersuchungen (HKU 1 bis 3) wurden nach dem beschriebenen Zeitplan 
durchgeführt. Zu Beginn aller drei Untersuchungen wurde das Lamm mit einer digitalen 
Messwaage gewogen und das Gewicht  notiert. Nach Einleitung der Narkose (Verfahren wie 
unter 5.1.2. beschrieben) wurde ein peripherer venöser Zugang (Venenverweilkanüle 
Vygon® 20G)  in einen Ast der V. femoralis gelegt und eine auf Körpertemperatur erwärmte 
Ringer-Lösung (DeltaSelect® Na+ 147, K+ 4 ; 500ml) langsam infundiert. Ein peripherer 
arterieller Zugang (Vygon® 22G) wurde, zur invasiven Blutdrucküberwachung über ein 2-
fach Druckmessset, platziert.  
Nach der großflächigen Rasur und Desinfektion des Halsbereiches, wurde das Tier steril 
abgedeckt. Die Punktion der rechten Vena jugularis erfolgte mit dem Introducer II-Set 
(Radifocus®; 5 Fr. 70mm). Nach erfolgreicher Punktion und Einführung des Introducers 
wurde mit der Katheteruntersuchung (Behrman Angiografic Baloon Catheter; Arrow® 4 Fr. 
50cm) unter Röntgenkontrolle mittels C-Bogen (Philips® BV 29) begonnen. Nach Einbringung 
des Katheters über die V. jugularis wurde dieser über die Vena cava superior bis in den 
rechten Vorhof vorgeschoben. Dort wurde der Ballon mit CO2 gefüllt und über den rechten 
Ventrikel in der rechten Pulmonalarterie platziert. In dieser wurde der Druckabnehmer 
konnektiert, der Ballon entlüftet, das Gerät geeicht und der Druck gemessen. Im Folgenden 
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wurden die Druckwerte im rechten Ventrikel und im rechten Vorhof per Rückzugskurve 
ermittelt (siehe rote Kreise in Abb. 7). Jede Druckmessung wurde zur Kontrolle ein zweites 
Mal durchgeführt. Notiert wurden die mit der Rückzugskurve ermittelten Werte sowie die 
parallel dazu gemessenen arteriellen Systemdrücke, die Herzfrequenz und die transkutane 
Sauerstoff-Sättigung. 
 
Abb. 7: Pulmonalarterienbanding (PA) Modell (mit Messpunkten) 
 
Nach erfolgter Messung wurden die peripheren Zugänge, sowie der Introducer entfernt und 
die Narkose ausgeleitet. Am Ende einer Beobachtungszeit von ca. 30 Minuten konnten die 
Lämmer wieder in den Stall zum Mutterschaf zurück gebracht werden. 
Bei allen Untersuchungen wurden die Durchleuchtungsbilder durchgehend mit einem 
externen Videorecorder aufgezeichnet. 
 
5.1.3.3. Finalversuch (HKU 3) mit Probengewinnung 
Nach drei Monaten fand der Finalversuch (HKU 3) statt. Der Ablauf dieser Untersuchung war 
bis zur zweiten Messung der Rückzugskurve identisch mit den Vorherigen. Allerdings wurde 
ein Introducer II – Set der Größe 10 Fr. 100mm und ein Ballonkatheter der Größe 6 Fr. 60 
cm verwendet. Im Anschluss an die zweite Messung wurde ein Longsheet-Introducer 
(Cordis® 7 Fr. 430mm) unter Röntgen- und Blutdruckkontrolle septal im rechten Ventrikel 
platziert. Über diesen konnte nun eine Biopsiezange (Biopsy Forceps, Cordis® 7 Fr. 50 cm) 
eingeführt und bis zur septalen Wand vorgeschoben werden. Unter sorgfältiger Beobachtung 
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des EKGs und der arteriellen Druckkurve wurden 5-10 Biopsien entnommen und unter 
sterilen Bedingungen in Eppendorf-Behältern in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Die Tötung des Tieres erfolgte anschließend mit 20ml Pentobarbital-Natrium (Narcoren®), 
appliziert durch den zentralvenösen Zugang. 
Nach Feststellung des Todes wurde der Thorax parasternal eröffnet und das Herz-
Lungenpaket gewonnen. Des Weiteren wurde nach Eröffnung des Diaphragmas die Leber 
entnommen. Lungen- und Leberproben wurden für eventuell folgende Fragestellungen zwar 
asserviert jedoch bei unserer Fragestellung nicht weiter berücksichtigt. Die nun folgende 
Probenentnahme wurde von einem Pathologen unter sterilen Bedingungen mit scharfem 
Skalpell und Pinzette durchgeführt. Es wurde darauf geachtet, dass die Proben nach 
Entnahme unverzüglich in das jeweilige Medium zur Asservation eingebracht wurden. Das 
Gewebe für die histologische Weiterverarbeitung wurde jeweils mit einem Flach- und einem 
Längsschnitt gewonnen und in speziellen Kästchen in Formalin (Formaldehyd Lösung 3,5%), 
als gebräuchlichste Art der Gewebeerhaltung, bei Raumtemperatur fixiert. Nach 24 bis 48 
Stunden wurde die Formalinlösung erneuert. 
Die Proben für die Elektronenmikroskopie wurden in ca. 1-2 mm³ große Würfel geschnitten 
und in einer Lösung aus Glutaraldehyd und Phosphatpuffer eingelegt. 
 
Dabei wurde folgendes Entnahme-Schema verwendet: 
Probenkennzeichnung Histologie (Formalin) 
Elektronenmikroskopie 
(Glutaraldehyd+Puffer) 
RV1:   Rechter Ventrikel Vorderwand + + 
LV1:    Linker Ventrikel Septum + + 
LV2:    Linker Ventrikel laterale Wand + + 
L1:      Lunge rechter Oberlappen 
L3:      Lunge rechter Unterlappen 
+ 
+ 
+ 
+ 
L2:      Lunge linker Oberlappen 
L4:      Lunge linker Unterlappen 
+ 
+ 
+ 
+ 
H1:     Leber rechter Lappen + + 
Banding (wenn vorhanden) + - 
 
Tab. 2: Post-mortem Probe-Entnahme-Schema  
 
Das Gewicht der Organe, sowie Wanddicken von Septum, rechtem und linkem Ventrikel 
wurden festgestellt. Die jeweiligen Wanddicken wurden einheitlich genau einen Zentimeter 
unterhalb der Klappenebene vermessen. 
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5.2. Histologie / Histomorphometrie 
Zunächst wurden die in Formalin aufbewahrten Gewebeproben in Paraffin eingebettet. Die 
dafür notwendigen Schritte der Entwässerung wurden von dem Gerät „Tissue Tek V.I.P. 
2000®“ (GMI) durchgeführt. Für die folgende Einbringung des Gewebes in heißes Paraffin 
wurde das Gewebe-Einbettungserät EG1150® von Leica verwendet. 
Die entstandenen Paraffinblöcke wurden für mindestens zwei Stunden bei -20 Grad Celsius 
gelagert, anschließend pro Block zehn 3µm dicke Schnitte mit einem Rotationsmikrotom 
angefertigt. Diese Schnitte wurden in der Folge in einem 45 Grad Celsius warmen 
Wasserbad gestreckt, auf Objektträger aufgezogen und für ca. zwölf Stunden im 
Wärmeschrank getrocknet. Hiernach wurden je zwei der zehn Schnitte nach HE und zwei 
nach EvG gefärbt. 
Nun wurden die Merkmale Entzündung, Gefüge, Faserquerdurchmesser, Kerngröße, 
Fibrose, Hydrops, Nekrose, Ischämie und Gefäßveränderungen mikroskopisch untersucht 
und semiquantitativ ausgewertet. 
 
Bei den nach HE gefärbten histologischen Schnitten wurden die Kern- und 
Faserdurchmesser bestimmt und quantitativ ausgewertet, um eine stattgefundene 
Rechtsherzhypertrophie histomorphometrisch möglichst objektiv darstellen zu können. 
Zur digitalen Mikroskopie wurde die für Pathologie und Forschung konzipierte Diskus-
Software® verwendet. Pro Gesichtsfeld wurden, wenn möglich, je zwei bis drei 
charakteristische Kerne und Muskelfasern ausgewählt, deren Durchmesser mit Hilfe des 
Programms exakt bestimmt werden konnte. Pro Objektträger wurden mindestens 15 Kerne 
und zehn Muskelfasern ausgemessen, um eine repräsentative Aussage treffen zu können. 
Weiterhin wurden die nach EvG gefärbten Präparate auf eventuell vorhandene Fibroseareale 
untersucht. Dafür wurde jeweils der gesamte Objektträger abgesucht. Konnte ein solches 
Areal mit Sicherheit bestimmt werden, wurde die Fläche umfahren und dessen Größe 
berechnet. 
 
5.3. Elektronenmikroskopie 
Die Elektronenmikroskopie stellt eine wichtige Methode zu Untersuchung von biologischen 
Strukturen dar. Die von den Elektronen durchleuchtete Probe wird mit magnetischen 
Linsensystemen, die der Optik von Lichtmikroskopen nachempfunden sind, abgebildet. Die 
Beschleunigungsspannung der Elektronen beträgt zwischen einigen 10 Kilovolt bis zu über 
einem Megavolt. Die Wellenlänge der Elektronen ist demnach sehr viel kleiner als der 
typische interatomare Abstand. Je nachdem, wie das Objekt mit Elektronen bestrahlt wird, 
unterscheidet man Durchstrahlungsmikroskope und Reflexionsmikroskope. Bei der von uns 
verwendeten Transmissionselektronenmikroskopie (EM 400 T/ST, Philips®) müssen die zu 
untersuchenden Objekte sehr dünn sein (max. 100nm), da Elektronen in Materie stark 
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gestreut werden und damit die Kontrastentstehung verschlechtert wird. Damit das Gewebe 
die Bearbeitungsschritte unverändert übersteht, werden die Proben zu Beginn einer 
chemischen Fixation unterzogen. Die in Glutaraldehyd und Phosphatpuffer aufbewahrten 
Proben wurden mit einem Phosphatpuffer gewaschen, anschließend mit Osmiumtetroxid 
nachfixiert und erneut mit Phosphatpuffer gewaschen. Es folgte eine aufsteigende 
Alkoholreihe, bevor die Proben mit Uranylacetat kontrastiert wurden (LKB Ultrostainer®). Nun 
konnten die Präparate in reinem Kunstharz eingebettet werden und wurden mit einer 
Rasierklinge grob zugeschnitten. Zur Herstellung der endgültigen Ultradünnschnitte wurde 
ein Ultramikrotom mit Diamantmesser (Ultracut, Reichert®) verwandt. Die fertigen Präparate 
wurden hinsichtlich hypertrophischer Veränderungen sowie eventueller Anzeichen eines 
myokardialen Remodelings untersucht und ausgewertet. 
 
5.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
5.4.1. Nachweis der zellulären Genexpression mittels RT-PCR und RTQ-PCR 
Die RT-PCR (reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) ist eine äußerst sensitive 
Methode, um eine vermehrte Genexpression in Zellen zu untersuchen. Dazu wird zuerst die 
RNA aus der Zelle extrahiert und durch das Enzym reverse Transkriptase in komplementäre 
DNA (cDNA; c = complementary) umgeschrieben. Die Genabschnitte, die genauer unter-
sucht werden sollen, werden dann mit Hilfe spezifischer Oligonukleotid-Primer in der 
Polymerase-Kettenreaktion in 30 bis 50 Zyklen in vitro vervielfältigt. Dieser Prozess findet in 
einem so genannten Thermocycler statt. Diese Maschine erhitzt oder kühlt die in ihr 
befindlichen Reaktionsgefäße präzise auf die Temperatur, die für den jeweiligen Schritt 
benötigt wird. Das PCR-Produkt kann nun anhand seiner Größe in einer Agarose-
Gelelektrophorese identifiziert werden. 
Die RTQ-PCR (real-time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion) ist ebenfalls eine 
Vervielfältigungsmethode von DNA, die grundsätzlich auf dem Prinzip der herkömmlichen 
PCR beruht, jedoch zusätzlich die Möglichkeit der Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung 
wird schon während eines PCR-Zykluses (daher „real time“) durchgeführt und hat somit im 
Gegensatz zu anderen quantitativen PCR-Methoden (qPCR) den Vorteil, dass der Prozess 
nicht erst am Ende quantitativ ausgewertet wird. Dabei nimmt die Fluoreszenz proportional 
zu der Menge der PCR-Produkte zu, was die Quantifizierung möglich macht und eine 
gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente nicht nötig macht. 
 
5.4.2. Materialgewinnung für die PCR 
Eines der Ziele unseres Projektes war es, eine mögliche Genexpressionsveränderung 
bestimmter Gene, die für Wachstums- und Apoptosefaktoren (VEGF, CT-1, TGF-β und Bak, 
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 Fas-L, Bcl-Xs, Bcl-Xl) kodieren, nach Druckbelastung des rechten Ventrikels sowohl im Blut 
als auch in Myokardgewebe genauer zu untersuchen. 
Dafür wurden den Lämmern vor jeder Untersuchung, das heißt sowohl vor der OP als auch 
vor den Herzkatheteruntersuchungen, Blut in EDTA-Röhrchen entnommen, die zur weiteren 
Aufbewahrung in ein Eisbad gelegt wurden. Da das Blut vor jedem der vier Eingriffe 
gewonnen wurde, konnte eine eventuelle Veränderung der Genexpression über die 
Versuchsdauer von drei Monaten im Verlauf untersucht werden. 
Des Weiteren wurden fünf bis zehn Myokardbiopsien im Rahmen der dritten 
Herzkatheteruntersuchung aus der septalen Wand des rechten Ventrikels entnommen und 
auf die Expression von VEGF, CT-1 und TGF-β sowie Bak, Fas-L, Bcl-Xs und Bcl-Xl 
untersucht. Zwischen der Gewinnung der Biopsien und Ihrer Schockgefrierung vergingen 
nicht mehr als 10 Sekunden. Die Dauer zwischen komplettem Blutstillstand nach der 
Euthanasie des Lammes und der Schockgefrierung der Gewebeprobe betrug im 
Durchschnitt 15 bis 20 Minuten. 
 
5.4.3. Isolierung von RNA aus Blut und Myokardgewebe 
Um im weiteren Verlauf mittels PCR eine Vervielfältigung von Genabschnitten durchführen 
zu können, ist als erster Schritt die Isolierung der RNA aus dem jeweiligen Gewebe 
notwendig.  
Zur Isolierung der RNA aus Blut wurde der Qiamp RNA Blood Mini Kit (QIAGEN® Hilden, 
Germany) verwendet, wobei die Durchführung im Vergleich zum Herstellerprotokoll 
geringfügig modifiziert wurde. Zunächst wurden 2,7ml Blut aus dem EDTA-Röhrchen mit 
15ml EL-Puffer vermischt, für 15-20 Minuten in einem Eisbad inkubiert und anschließend 
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 6ml EL-Puffer versetzt und resuspendiert. Nach einer 
weiteren Zentrifugation wurde das Pellet diesmal mit 600µl RLT Puffer versetzt und 
resuspendiert. Die Proben wurden anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Anschließend wurden diese aufgetaut, auf ein 
„QIA-Shredder® Spin Column“ Säulchen pipettiert und zentrifugiert. Das homogenisierte 
Lysat wurde nun mit 600µl 70%igem Ethanol versetzt, auf ein neues „Qiamp Spin Column“ 
Säulchen aufgetragen und erneut zentrifugiert. Das RNA enthaltende Säulchen wurde 
anschließend mit 350µl RW1-Puffer gewaschen. Nun wurden 10µl DNAse I Stock Solution 
mit 70µl RDD-Puffer gemischt und auf die RNeasy® Silica-Gel Membran aufgetragen, welche 
für 15 Minuten bei 20-30°C inkubiert wurde. Erneut wurde mit 350µl RW1-Puffer gewaschen. 
Dann wurden 500µl RPE-Puffer und, nach Zentrifugation, weitere 500µl  RPE-Puffer auf das 
Säulchen gegeben und bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Zum Eluieren wurde 
das Säulchen in einen 1,5ml Mikrozentrifugations-Behälter überführt, 50µl RNAse-freies 
Wasser direkt auf die Membran des Säulchens pipettiert und für eine vollständige Lösung 
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eine Minute lang zentrifugiert. Die fertige RNA-enthaltende Elution wurde direkt in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. 
 
Für die Isolation der RNA aus den während der Katheteruntersuchung gewonnenen 
Herzmuskelbiopsien, wurde der „Rneasy® Micro-Kit“ (QIAGEN, Hilden, Germany) benutzt. 
Abhängig von der Größe wurden jeweils 1-2 Biopsien bzw. 3-5g Gewebe verwendet. Die bei 
-80°C gelagerten Proben wurden im ersten Schritt mit 150µl RLT-Puffer versetzt und für ca. 
20-40 Sekunden im „Rotor-Stator Homogenizer“ vollständig durchmischt. Danach wurden 
295µl RNAse freies Wasser und 5µl QIAGEN® Proteinase K-Lösung hinzugefügt und für 
zehn Minuten bei 55°C inkubiert. Die vollständige Isolation von RNA aus Herzmuskelgewebe 
ist auf Grund des Vorhandenseins von kontraktilen Proteinen, Bindegewebe und Kollagen 
schwierig. Um alle Proteine sicher auswaschen zu können, beinhaltet der Rneasy® Micro-Kit 
einen Verdau mit Proteinase K. Nach der anschließenden Zentrifugation bildete sich ein 
Pellet bestehend aus „tissue debris“. Das klare Lysat wurde mit 225µl reinem Ethanol 
versetzt und anschließend in ein Säulchen (Rneasy® MinElute Spin Column) gestellt. Nach 
Zentrifugation wurde das Filtrat verworfen und das Säulchen mit 350µl RW1-Puffer 
gewaschen. Eine Lösung aus 10µl DNAse I und 70µl RDD-Puffer wurde nun auf die 
RNeasy® Silica-Gel Membran aufgetragen und bei Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert. 
Es folgten erneute Waschschritte mit 350µl RW1-Puffer und anschließend mit 500µl RPE-
Puffer. Nun wurden weitere 500µl 80%iges Ethanol auf das Säulchen gegeben und 
zentrifugiert. Nun wurde das Säulchen in einer Mikro-Zentrifuge bei maximaler 
Geschwindigkeit für 5 Minuten zentrifugiert, zum anschließenden Eluieren in einem 1,5ml 
Sammelgefäß mit 14µl (50µl) DNAse freiem Wasser bedeckt und geschlossen bei maximaler 
Geschwindigkeit für 1 Minute erneut zentrifugiert. Die fertige RNA-enthaltende Elution wurde 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.   
 
5.4.4. Umschreiben von RNA in cDNA 
Um eine aus Blut oder Myokardgewebe isolierte einzelsträngige RNA in eine komplementäre 
DNA (cDNA) umzuschreiben, ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die so genannte RT 
(reverse Transkriptase), notwendig. Diese benötigt einen Primer (ein kurzer, komplementärer 
DNA-Abschnitt) zur Synthese des komplementären Genabschnitts, welcher an die RNA 
bindet. In der Regel werden als Primer Oligo-dT-Abschnitte (10-15 Thyminbasen), welche 
komplementär zum Poly-A-Schwanz der RNA sind, oder ‚random' Hexamere (6 zufällig 
zusammengesetzte Basenpaare, die aufgrund ihrer Sequenz statistisch häufig auf die 
Nukleinsäure-Moleküle auftreffen) eingesetzt. Als Primer dienten in unserem Fall ‚random’ 
Hexamere. 
Wir verwendeten 200ng der isolierten RNA und lösten diese in 15µl Wasser. Zudem wurden 
15µl Reaktionslösung hinzugefügt. Zur Herstellung der Reaktionslösung wurde der High-
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Capacity cDNA Archive Kit® (Applied Biosystems, Foster City, CA) verwendet. Die Lösung 
setzte sich wie folgt zusammen: 
        30µl Volumen 
• 200ng RNA in 15µl Wasser  15µl 
• 10 x RT Puffer    3µl 
• 25 x dNTPs    1,2µl 
• 10 x Primer     3µl 
• RNA Inhibitor     1µl 
• Wasser     5,3µl 
• Reverse Transkriptase (50U/µl)  1,5µl 
Das Suspensat (insgesamt 30µl) wurde im Anschluss bei 25°C für 10 Minuten, danach bei 
37°C für 2 Stunden inkubiert und zur Aufbewahrung bei -20°C gelagert. 
 
Als Primersequenzen für die jeweiligen Abschnitte der Lämmer-RNA wurden verwendet: 
 Accession number 
Produkt 
(pb) Primer Sequenz 
 
CT-1 XM_592709 195 
sCT-1 for GCC TGG AAG AAG TGG TCA AG 
sCT-1 rev TGC TGC ACA TA TTC CTG GAG 
VEGF NM_001025110.1 192 
sVEGF for CCT TGC TGC TCT ACC TTC AC 
sVEGF rev CAC AGG ACG GCT TGA AAA TG 
TGFβ1 NM_001009400 189 
sTGFβ1_for ACA TCA ACG GGT TCA GTT CC 
sTGFβ1_rev GCT GAC GAA CAC AGC AGT TC 
BAK AF164518 212 
sBAK for GCC TAC TGA CCC AGA GAT GG 
sBAK rev AGT TGA TGC CGC TCT CAA AC 
FAS-L 
antigen AB011671 205 
sFASag for ATG CCA GAA TGT GTG CTC TG 
sFASag rev TGC AAG GGT TAC AGT GTT CG 
BCL2 Xl NM_001009226 210 
sBCL2lg for ATC GCA ACT TGG ATG GCT AC 
sBCL2lg rev TGG TCA TTT CCG ACT GAA GA 
BCL2 Xs Ay568555 178/368 
sBCL2sh for AGG CGA TGA GTT TGA ACT GAG G 
sBCL2sh rev CAG GAA CCA GCG GTT GAA G 
18S 
rRNA AY753190 217 
s18S_for GGG ATG CGT GCA TTT ATC AG 
s18S_rev ACC CTG ATT CCC CGT CAC 
 
Tab. 3:  Primersequenzen der Wachstums- und Apoptosefaktoren sowie des Housekeeping-Gens 
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5.4.4.1 Housekeeping-Gen 
Unter „Housekeeping-Genen“ (auch nicht-regulierte oder konstitutiv exprimierte Gene) 
versteht man proteinkodierende Gene, welche im Gegensatz zu den so genannten 
regulierten Genen in jedem Zelltyp und in jedem Zellstadium exprimiert werden. Es sind 
typischerweise Gene, die mit dem Grundstoffwechsel, beispielsweise dem Glukose-
Stoffwechsel, von Zellen zusammenhängen und der Kontrolle dienen. Bei der RTQ-PCR 
wurde das Housekeeping-Gen „18S rRNA“ verwendet. 
 
5.4.5.  Vervielfältigung der cDNA (PCR) 
Die gewonnene cDNA wurde mit der Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega – M3171) 
nach folgendem Schema in 35 Zyklen im MyCycler® Thermal Cycler System (Biorad, 
Hercules, CA) vervielfältigt: 
 
       20µl Volumen 
• cDNA     2µl  
• 5 x green GoTaq® Puffer  4µl 
• dNTPs 2,5 mM jeweils  1µl 
• Upstream Primer (10µM)  1µl 
• Downstream Primer (10µM)  1µl 
• Wasser    10,8µl 
• Go Taq® DNA Polymerase  0,2µl 
 
? Inkubation bei 94°C  für 5 Minuten 
? Inkubation bei 94°C für 45 Sekunden 
? Inkubation bei 57°C für 45 Sekunden  35 Zyklen 
? Inkubation bei 72°C für 1 Minute 
? Inkubation bei 72°C für 10 Minuten 
 
Das  vervielfältigte PCR-Produkt wurde anschließend in einer 2%igen Agarose-
Gelelektrophorese dargestellt und anhand seiner Größe identifiziert. 
 
 
5.4.6. RTQ-PCR (real-time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion) 
Die cDNA wurde mit dem QuantiTect SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) in 
40 Zyklen im DNA Engine Opticon® System (Biorad, Hercules, CA) vervielfältigt. Dafür wurde 
folgendes Schema verwendet: 
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            40µl Volumen 
• cDNA        2µl  
• 2 x QuantiTect SYBR® Green PCR Master Mix  20µl 
• Wasser       15,6µl 
• Upstream Primer (10µM)     1,2µl 
• Downstream Primer (10µM)     1,2µl 
 
? Inkubation bei 95°C  für 15 Minuten 
? Inkubation bei 94°C  für 15 Sekunden 
? Inkubation bei 58°C  für 30 Sekunden  40 Zyklen 
? Inkubation bei 72°C  für 30 Sekunden 
Nach jedem der 40 Zyklen wurde die DNA-Menge an Hand der Fluoreszenz ermittelt. 
? Inkubation bei 94°C  für 2 Minuten 
? Inkubation bei 50°C  für 2 Minuten 
? Ausbildung einer „Melting Curve“ von 55°C bis 95°C, wobei alle 0,5°C 
abgelesen wird; jeweils 10 Sekunden pausieren zwischen den Ablesungen 
? Inkubation bei 4°C bis zum Ende 
 
 
5.5. Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) angegeben. Die Daten 
wurden elektronisch verarbeitet und mit Hilfe des SPSS-Programms (SPSS PC, SPSS Inc. 
Chicago, Illinois, USA) analysiert. Alle Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-
Tests auf Normalverteilung überprüft. Bei keinem der Datensätze konnte die Annahme einer 
Normalverteilung widerlegt werden, so dass alle Signifikanzen mit Hilfe des t-Tests (bei 
unabhängigen Stichproben) berechnet wurden. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 
festgelegt. Korrelationen zwischen Parametern wurden mit Hilfe des Pearson-Korrelations-
Koeffizienten ermittelt. Die Ergebnisse wurden auf das Vorhandensein einer linearen 
Regression überprüft.  
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6. Ergebnisse2 
 
Die Lämmer unseres Experiments kamen mit einem durchschnittlichen Gewicht von 5768g ± 
1114g (SD) zur Welt. Im Alter von 84,9 ± 3 (SD) Tagen wurden alle Lämmer im Anschluss an 
die dritte Herzkatheteruntersuchung in den Räumlichkeiten des Labors für Versuchs-
tierkunde der RWTH Aachen getötet. Zu diesem Zeitpunkt wogen die Tiere im Schnitt 
34284g ± 5768g (SD). Wie oben bereits erwähnt, verstarben vier unserer 17 Lämmer vor 
Beendigung der Versuchsdauer. Diese vier Lämmer wurden bei den Berechnungen nicht 
weiter berücksichtigt. Bei allen sechs behandelten Versuchstieren war eine Anlage des 
Bandings ohne Komplikationen möglich. Auch die drei Katheterinterventionen verliefen bei 
allen 13 Tieren komplikationslos. Postinterventionelle Infektionen wurden bei keinem der 
Lämmer beobachtet. Lediglich ein Lamm entwickelte im Bereich der Thoraxnaht ein circa 
3cm großes Serom, welches sich allerdings spontan innerhalb von einer Woche 
zurückbildete. Keines der Tiere zeigte als Folge der Banding-Anlage im Verlauf 
behandlungsbedürftige Zeichen einer Herzinsuffizienz oder Dekompensation. Eine 
offensichtliche Verzögerung der Gewichts- oder Größenentwicklung der Lämmer konnte 
nicht beobachtet werden. Die Auskultation der Versuchstiere zeigte eine deutliches III/VI° bis 
IV/VI° systolisches Strömungsgeräusch über der lateralen Thoraxwand, während die 
Kontrolltiere einen unauffälligen Auskultationsbefund aufwiesen.  
 
6.1. Makromorphometrie 
Bei der Obduktion der Lämmerherzen konnte die korrekte Lage des Bandings um den 
Pulmonalarterienstamm bei allen sechs Tieren der Versuchsgruppe bestätigt werden. 
Herzgewicht sowie Körpergewicht wurden im Anschluss an die HKU 3 ermittelt. Dabei 
wiesen die Lämmer der Versuchsgruppe (n=6, Banding) mit 219g ± 18,01g (SD) im 
Gegensatz zu den Tieren der Kontrollgruppe (n=7, ohne Banding) mit 180,14g ± 27,94g (SD) 
ein erhöhtes Herzgewicht auf. So zeigte die Versuchsgruppe bei der Berechnung der 
Herzgewicht/Körpergewicht-Ratio signifikant höhere Werte (p<0,001) als die Kontrollgruppe, 
was auf eine deutliche Zunahme des Herzgewichts im Verhältnis zum Körpergewicht bei den 
druckbelasteten Tieren schließen lässt.  
 
Bei den Abmessungen der rechten Ventrikel zeigten die Tiere der druckbelasteten 
Versuchgruppe eine signifikant erhöhte Wandstärke (p<0,01). Auch das Septum wies eine 
deutliche Verbreiterung im Gegensatz zur Kontrollgruppe auf (p<0,01). Selbst der linke 
Ventrikel der rechtsventrikulär druckbelasteten Tiere zeigte Anzeichen einer Hypertrophie 
(p<0,01), obwohl dieser nicht direkt der Druckbelastung ausgesetzt war. Ein Zusammenhang 
                                                 
2 Die Ergebnisse der Makromorphometrie, der Histomorphologie/-metrie, der Elektronenmikroskopie, sowie der Hämodynamik wurden auf 
Grund der identischen Arbeitsschritte in Zusammenarbeit mit Herrn Peter Liersch erstellt. 
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zwischen erhöhtem Herzgewicht und einer ventrikulären Hypertrophie ist somit anzunehmen. 
Tabelle 4 und die Abbildungen 8, 9 und 10 verdeutlichen diese hypertrophischen 
Veränderungen innerhalb der Versuchsgruppe. 
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Abb. 8: Wanddurchmesser LV, RV und Septum 
Wanddurchmesser (WD), Rechter Ventrikel (RV), linker Ventrikel (LV), Standardabweichung (SD) 
 
 
 
Abb. 9: Einblick in den rechtsventrikulären Ausflusstrakt eines Versuchstieres mit Banding 
p<0,01
p<0,01
p<0,01
WD LV 
WD Septum 
WD RV 
Pulmonalarterienbanding 
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Abb. 10: Einblick in den linken Ventrikel eines Versuchstieres mit Banding 
 
6.2 Histomorphologie/-metrie 
Sowohl für die semiquantitative Analyse der Histopathologie als auch für die 
Mikromorphometrie (metrische Ausmessung von Muskelfaser- und Zellkerndurchmesser mit 
Hilfe der DISKUS®-Software) wurden die nach EvG und HE gefärbten Präparate des rechten 
Ventrikels aller 13 Lämmer (7 Kontrolltiere und 6 Versuchstiere) unter dem Lichtmikroskop 
beurteilt. 
Dabei zeigte sich mikromorphometrisch eine signifikante Verbreiterung (p<0,001) der 
Herzmuskelfasern bei den Tieren der Bandinggruppe (18,38µm ± 1,77µm (SD)) im Vergleich 
zur Kontrollgruppe (12,20µm ± 1,49µm (SD)). Zudem kam es zu auffälligen Unterschieden 
bei der Beurteilung der Kerngrößen (Abb. 14). So war bei fünf von sechs Versuchstieren eine 
leichte bis mäßigstarke Zunahme der Zellkerndurchmesser in der semiquantitativen Analyse 
zu erkennen. Auch mikromorphometrisch bestätigte sich dieser Eindruck, da der mittlere 
Zellkerndurchmesser der Versuchsgruppe (5,40µm ± 0,44µm (SD)) signifikant (p<0,001) 
größer war als der der Kontrollgruppe (4,10µm ± 0,16µm (SD)). 
   
Abb. 11: Längsschnitte des rechten Ventrikels eines Versuchstieres (links) und eines Kontrolltieres (rechts)  
(Obj 40x) 
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Hydropische Schwellungen (=reversible Zellschädigung; auch trübe oder dystrophe 
Schwellung) der Kardiomyozyten als Zeichen eines beginnenden Zelluntergangs wurden bei 
drei Versuchstieren beobachtet. Wie in Abb. 12 zu sehen wiesen die Kardiomyozyten von 
drei druckbelasteten Versuchstieren deutliche perinukleäre Auflockerungen als Zeichen einer 
hydropischen Schwellung auf. In der semiquantitativen Analyse zeigten jedoch weder diese 
noch andere Tiere auffällige Anzeichen von Ischämie oder Nekrose. Bei zwei dieser drei 
Tiere konnten zusätzlich auffällig vergrößerte Zellkerne beobachtet werden. Vereinzelte 
Fibroseareale konnten ebenfalls bei drei von sechs Tieren im Myokard festgestellt werden 
(siehe Abb. 13). Veränderungen im rechtsventrikulären Gefüge fielen nicht auf. In beiden 
Gruppen wurden weder Gefäßveränderungen noch eine Gefäßproliferation beobachtet. 
Entzündungszellen im myokardialen Gewebe fanden sich bei nur einem Kontrolltier und 
werden von uns als zufälliger Nebenbefund eingestuft.  
Insgesamt war in der histopathologischen Auswertung bei keinem der Kontrolltiere eine 
relevante Veränderung festzustellen, während sich hauptsächlich hypertrophische 
Veränderungen in der Versuchsgruppe manifestierten. 
 
Abb. 12 (links): Hydropische 
Schwellung von Kardiomyozyten im 
rechten Ventrikel eines druck-
belasteten Tieres (Obj 10x)  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13 (rechts): Fibroseareal im rechten 
Ventrikel eines druckbelasteten Tieres 
 (Obj 10x) 
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Abb. 14: Muskelfaser- und Zellkerndurchmesser des RV 
Standardabweichung (SD), Signifikanz (p<0,05) 
 
 
Bandinggruppe 
(N=6) 
Kontrollgruppe 
(N=7) 
Signifikanz 
(p<0,05) 
Herzgewicht (g) 219,00 ± 18,01 180,14 ± 27,94 0,014 
Herzgewicht-Körpergewicht-Ratio 0,0067 ± 0,00057 0,0051 ± 0,00059 p<0,001 
Wanddurchmesser RV (mm) 8,83 ± 0,75 4,29 ± 0,76 p<0,001 
Wanddurchmesser LV (mm) 12,17 ± 1,69 10,14 ± 0,69 p<0,01 
Wanddurchmesser Septum (mm) 11,67 ± 0,52 9,21 ± 0,39 p<0,001 
Muskelfaserdurchmesser RV (µm) 18,38 ± 1,77 12,20 ± 1,49 p<0,001 
Zellkerndurchmesser RV (µm) 5,40 ± 0,44 4,10 ± 0,16 p<0,001 
 
Tab. 4: Übersicht Morphometrie (Mittelwert ± Standardabweichung) rechter Ventrikel (RV), linker Ventrikel (LV) 
 
6.3. Elektronenmikroskopie 
Von den in Glutaraldehyd und Phosphatpuffer asservierten Proben aller 13 Lämmer wurden 
jeweils fünf bis sechs Semidünnschnitte angefertigt und unter dem Lichtmikroskop 
vorbeurteilt. Anschließend wurden die für die weitere ultrastrukturelle Analyse bestmöglich 
geeigneten Präparate ausgewählt und weiterverarbeitet. Die fertigen Ultradünnschnitte 
wurden in der Folge mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops (EM 400 T/ST, 
Philips®) hinsichtlich hypertrophischer Veränderungen sowie eventueller Anzeichen eines 
myokardialen Remodelings semiquantitativ ausgewertet.  
Muskelfaserdurchmesser
Kerndurchmesser 
p<0,01
p<0,01
32
  
33
Dabei konnten weder vielkernige Zellen noch lobulierte Nuklei in den Versuchsgruppen 
nachgewiesen werden. Ein vergrößertes sarkoplasmatisches Retikulum und eine vermehrte 
Anzahl an Ribosomen als Zeichen einer deutlich verstärkten Stoffwechsellage konnten 
ebenfalls bei keinem der Versuchstiere beobachtet werden. Auch das T-tubuläre System und 
die Disci-intercalares wiesen keinerlei pathologische Veränderungen auf. Bei der 
Betrachtung der für das Zytoskelett wichtigen Z-Streifung fiel hingegen eine auffällige 
Verbreiterung bei vier von sechs der druckbelasteten Tiere auf (siehe Abbildungen 15 - 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15 (oben): auffällige Verbreiterung 
der Z-Streifung bei einem Versuchstier.  
Abb. 16 (rechts): vergrößerte 
Darstellung. 
Abb. 17 (oben): unauffälliger Befund 
eines Kontrolltieres  
Abb. 18 (rechts): vergrößerte 
Darstellung. 1 µm
1 µm
2 µm 
2 µm 
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Diese Veränderungen können erste Anzeichen einer kompensatorischen Rechtsherz-
hypertrophie darstellen und korrelieren mit dem oben beschriebenen histopathologischen 
Befund. In der Kontrollgruppe war die Z-Streifung weitgehend unauffällig. Die Dichte an 
Mitochondrien war in beiden Gruppen relativ hoch, jedoch noch nicht als unphysiologisch 
einzustufen. Weitere Merkmale wie entzündliche oder auffällige fibrotische Veränderungen, 
die auf ein myokardiales Remodeling hinweisen würden, konnten nicht beobachtet werden. 
 
6.4. Hämodynamik 
Bei allen 13 Lämmern konnten die Herzkatheteruntersuchungen zeitgerecht nach einer (HKU 
1), vier (HKU 2) und zwölf (HKU 3) Wochen durchgeführt werden. Wegen möglicher 
Verfälschungen in der Molekularbiologie wurde während der Interventionen auf eine 
Anwendung von Kontrastmittel verzichtet. Die Untersuchungen wurden unter 
Röntgenkontrolle mit Hilfe 
eines C-Bogens durch-
geführt. Sowohl Rückzugs-
kurven als auch eine 
arterielle Systemdruck-
messung konnten in jedem 
Fall ermittelt werden.    
 
 
 
 
Abb. 19: Blick in den Pulmonalarterien-
stamm von cranial bei einem Versuchstier 
Deutliche poststenotische Dilatation des 
Pulmonalarterienstammes distal des 
Bandings 
 
 
 
 
 
 
Der Druckgradient zwischen rechtem Ventrikel und dem Pulmonalarterienstamm zeigte in 
der Bandinggruppe einen kontinuierlichen Anstieg von 30 mmHg ± 8,12 mmHg (SD) bei der 
HKU 1 bis auf 56,67 mmHg ± 8,43 mmHg (SD) bei der HKU 3. Bereits bei der ersten 
Herzkatheteruntersuchung nach nur einer Woche lag ein deutlich höherer systolischer 
Druckgradient bei den Tieren der Versuchsgruppe vor. Nach zwölf Wochen hatte sich dieser 
Druckgradient bei diesen Lämmern verdoppelt, während der geringe Druckgradient der un-
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belasteten Kontrollgruppe weiter abfiel. So waren bei allen drei Herzkatheteruntersuchungen 
die Druckgradienten der Versuchsgruppe signifikant höher als die der Kontrollgruppe (siehe 
Tabelle 6, Abb. 20). 
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Abb. 20: Druckgradient zwischen rechtem Ventrikel und der Pulmonalarterie im Verlauf 
Herzkatheteruntersuchung (HKU), rechtsventrikulärer Druck (RVD), Pulmonalarteriendruck (PAD)  
 
Die folgende Grafik (Abb. 21) zeigt den Verlauf dieser Druckgradienten aller Lämmer über 
die gesamte Versuchsdauer von drei Monaten. Sie verdeutlicht den kontinuierlich 
ansteigenden Gradienten innerhalb der Gruppe mit künstlicher Pulmonalstenose. Die 
hämodynamisch unbelastete Kontrollgruppe weist hingegen einen dem Lebensalter 
entsprechenden geringen Abfall der Gradienten auf. 
 
Abb. 21: Druckgradient 
(RVD-PAD) aller 
Lämmer im Verlauf 
Herzkatheterunter-
suchung (HKU), 
rechtsventrikulärer 
Druck (RVD), 
Pulmonalarteriendruck 
(PAD) 
Versuchsgruppe:  
Tier 1-8, 11 
Kontrollgruppe:  
Tier 10, 12-18 
 
 
 
 
 
Um einen möglichen Zusammenhang von Hämodynamik und Mikro- bzw. 
Makromorphometrie feststellen zu können, wurde eine Korrelation nach Pearson berechnet. 
Dabei fiel auf, dass der systolische Druckgradient (RVD-PAD) bei der dritten 
Herzkatheteruntersuchung sowohl mit dem rechtsventrikuläre Wanddurchmesser als auch 
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mit dem Zellkern- und Muskelfaserdurchmesser des rechten Ventrikels auf dem Niveau von 
0,01 (2-seitig) signifikant korrelierten (siehe Tabelle 5). 
 
  RVD-PAD KDM RV MFD RV WD RV 
RVD-PAD Korrelation nach Pearson 1 0,8425 0,8494 0,9780 
 Signifikanz (2-seitig)  p<0,001 p<0,001 p<0,001 
KDM RV Korrelation nach Pearson 0,8425 1 0,9563 0,8326 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001  p<0,001 p<0,001 
MFD RV Korrelation nach Pearson 0,8494 0,9563 1 0,8279 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001  p<0,001 
WD RV Korrelation nach Pearson 0,9780 0,8326 0,8279 1 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001 p<0,001  
 
Tab. 5: Korrelation von Hämodynamik (HKU 3) und Morphometrie nach Pearson  
Rechtsventrikulärer Druck (RVD), Pulmonalarteriendruck (PAD), Kerndurchmesser (KDM), 
Muskelfaserdurchmesser (MFD), Wanddurchmesser (WD) 
 
Des Weiteren zeigte das Verhältnis von rechtsventrikulär systolischem Druck zu 
systolischem Systemdruck (RVD-SD-Ratio) eine deutlich gesteigerte Druckbelastung des 
rechten Ventrikels in der druckbelasteten Versuchsgruppe. Während der systolische Druck 
im rechten Ventrikel bei den Lämmern der Bandinggruppe nach zwölf Wochen auf 79% des 
Systemdruckes angestiegen war, lagen die systolischen Drücke der Kontrolltiere mit nur 25% 
der Systemwerte deutlich darunter (p<0,001; siehe Abb. 22).  
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Abb. 22: Verhältnis von rechtsventrikulärem Druck zu Systemdruck (systolisch) im Verlauf 
Rechtsventrikulärer Druck (RVD), Systemdruck (SD)  
 
Bei der Messung der zentralvenösen Drücke (ZVD) im rechten Vorhof fiel bei der ersten 
Herzkatheteruntersuchung ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen den beiden 
Gruppen auf. Dieser in der Bandinggruppe erhöhte ZVD glich sich allerdings im weiteren 
HKU 1 
HKU2 
HKU 3 
p<0,001
p<0,001
p<0,001
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Verlauf wieder an. So zeigten die Messungen nach nur drei weiteren Wochen (bei der HKU 
2) keinen Unterschied mehr zwischen den Gruppen. 
Die Herzfrequenz aller Lämmer sank, wie zu erwarten war, bei beiden Gruppen altersgerecht 
und ohne signifikanten Unterschied von im Mittel 188/min (HKU 1) auf 109/min (HKU 3) ab. 
Insgesamt ließen sich durch die Ermittlung der hämodynamischen Daten die zu erwartenden 
Auswirkungen der künstlichen Stenose auf die Druckverhältnisse eindrücklich bestätigen. 
 
 Bandinggruppe (N=6) 
Kontrollgruppe 
(N=7) 
Signifikanz 
(p<0,05) 
Druckgradient RVD-PAD HKU 1 (mmHg) 30 ± 8,12 7,71 ± 3,55 p<0,001 
Druckgradient RVD-PAD HKU 2 (mmHg) 42,83 ± 14,41 6,43 ± 2,15 p<0,001 
Druckgradient RVD-PAD HKU 3 (mmHg) 56,67 ± 8,43 5,43 ± 1,51 p<0,001 
RVD-SD-Ratio HKU 1 0,63 ± 0,1 0,37 ± 0,09 p<0,001 
RVD-SD-Ratio HKU 2 0,69 ± 0,2 0,26 ± 0,05 p<0,001 
RVD-SD-Ratio HKU 3 0,79 ± 0,1 0,25 ± 0,03 p<0,001 
ZVD HKU 1 (mmHg) 4,33 ± 1,75 1,43 ± 2,15 p<0,05 
ZVD HKU 2 (mmHg) 3,17 ± 3 2 ± 3,37 NS 
ZVD HKU 3 (mmHg) 6,33 ± 5,92 3,86 ± 3,39 NS 
HF HKU 1 (/min) 184 ± 22 191 ± 28 NS 
HF HKU 2 (/min) 149 ± 30 132 ±16 NS 
HF HKU 3 (/min) 115 ± 25 103 ±18 NS 
PaO2 HKU 1 (%) 99 ± 1 97 ± 2 p<0,05 
PaO2 HKU 2 (%) 100 ± 1 99 ± 2 NS 
PaO2 HKU 3 (%) 98 ± 1 98 ± 2 NS 
 
Tab. 6: Übersicht Hämodynamik (Mittelwert ± Standardabweichung) 
Herzkatheteruntersuchung (HKU), rechtsventrikulärer Druck (RVD), Pulmonalarteriendruck (PAD), 
rechtsventrikulärer Druck (RVD), Systemdruck (SD), zentralvenöser Druck (ZVD), Herzfrequenz (HF), periphere 
Sauerstoffsättigung (PaO2),nicht signifikant (NS, bei p>0,05) 
 
6.5. Molekularbiologie 
 
6.5.1. Herzmuskelgewebe 
Die Muskelbiopsien für die molekularbiologischen Untersuchungen wurden bei allen 13 
Lämmern komplikationslos jeweils nach 12 Wochen während der letzten Herzkatheter-
untersuchung (HKU 3) mit Hilfe einer Biopsiezange gewonnen. Bis zur Weiterverarbeitung 
wurden die Proben nach unverzüglicher Schockgefrierung bei -80°C im Eisschrank gelagert. 
Anschließend wurde nach erfolgreicher RNA-Isolierung zunächst eine herkömmliche PCR 
(ohne real-time Quantifizierung) durchgeführt. Dabei waren allerdings mit dem bloßen Auge 
keine deutlich erkennbaren Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe zu 
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erheben (Beispiel siehe Abb. 23), so dass alle weiteren Messungen mittels quantitativer 
RTQ-PCR (real-time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion) durchgeführt wurden (Beispiel 
siehe Abb. 24). Da bei einem druckbelasteten Tier nicht genügend Material zur RNA-
Isolierung gewonnen werden konnte, wurde die Fallzahl in der Versuchsgruppe auf fünf Tiere 
reduziert. Die Anzahl der Tiere in der Kontrollgruppe blieb unverändert (n=7). 
Zur Normierung der mit Hilfe der real-time PCR ermittelten Werte wurde jeweils der Quotient 
aus dem zu untersuchenden Zytokin und dem verwendeten Housekeeping-Gen „18S rRNA“ 
gebildet. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: RT-PCR der TGF-β mRNA 
Expression im Blut 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24: RTQ-PCR der myokardialen 
CT-1 mRNA Expression 
 
 
 
6.5.1.1. mRNA Expression der Wachstumsfaktoren 
Bei allen Lämmern mit Banding der Pulmonalarterie konnten im Gegensatz zu den Lämmern 
ohne Druckbelastung erhöhte Werte der untersuchten Wachstumsfaktoren gefunden 
werden. Die myokardiale CT-1-mRNA-
Expression betrug in der Versuchsgruppe 
5,03 ± 0,61 (SD) und in der Kontrollgruppe 
4,41 ± 0,25 (SD). Damit ergab sich ein 
signifikanter Unterschied (p=0,034) zwischen 
den beiden untersuchten Gruppen.  
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    p=0,034 
Abb. 25 (links): Expression von CT-1-
mRNA in Versuchs- und Kontrollgruppe  
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Die semiquantitative Auswertung der VEGF-
mRNA Expression lag mit 3,52 ± 0,17 (SD) in 
der druckbelasteten Versuchsgruppe eben-
falls höher als in der Kontrollgruppe mit 3,30 ± 
0,25 (SD). 
Auch die Expression von TGF-β-mRNA war 
mit 3,78 ± 0,24 (SD) im Gegensatz zur 
Kontrollgruppe mit 3,55 ± 0,21 (SD) erhöht. 
Damit lagen sowohl die Expression von VEGF 
mRNA als auch von TGF-β mRNA mit 
p=0,112 und p=0,109 knapp über dem 
„tendenziellen“ Signifikanzniveau von p<0,1.  
 
Abbildungen 25, 26 und 27 zeigen die 
jeweiligen Unterschiede der Expression der 
Wachstumsfaktoren zwischen der druck-
belasteten Versuchsgruppe und der 
Kontrollgruppe. Dargestellt sind jeweils die 
Mittelwerte ± Standardabweichung der 
Quotienten aus Wachstumsfaktor und 18S 
rRNA, sowie das Signifikanzniveau.     
 
 
 
 
6.5.1.2. mRNA Expression der Apoptosefaktoren  
Die semiquantitative Auswertung der Expression von pro- und anti-apoptotischen Faktoren 
mittels RTQ-PCR ergab im Vergleich der 
beiden Gruppen ebenfalls erhöhte Werte für 
die druckbelasteten Tiere. Die mRNA-
Expression des anti-apoptotisch wirkenden 
Bcl-Xl war mit 3,88 ± 0,28 (SD) bei den 
druckbelasteten Versuchstieren im Gegen-
satz zu den Kontrolltieren mit 3,55 ± 0,28 
(SD) tendenziell erhöht (p=0,07).  
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Abb. 27 (links): Expression von TGF-ß-mRNA in 
Versuchs- und Kontrollgruppe         
 
Abb. 26 (oben): Expression von VEGF-mRNA in 
Versuchs- und Kontrollgruppe 
Abb. 28 (links): Expression von BclXl-
mRNA in Versuchs- und Kontroll-
gruppe 
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Die myokardiale Expression der pro-apoptotischen Faktoren Bcl-Xs, Bak und Fas-L lag in der 
Versuchsgruppe zwar leicht über den Werten der Kontrollgruppe, signifikante oder 
tendenzielle Unterschiede konnten jedoch nicht festgestellt werden (siehe Tab. 7). Die 
Abbildungen 28 bis 30 zeigen die Unterschiede in der Expression von Apoptosefaktoren 
zwischen den beiden untersuchten Gruppen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte ± 
Standardabweichung (SD) der Quotienten aus Apoptosefaktor und Housekeeping-Gen, 
sowie das Signifikanzniveau. 
Abb. 29 (links oben): Expression von Bcl-Xs-mRNA in 
der Versuchs- und Kontrollgruppe 
Abb. 30 (rechts oben): Expression von Bak-mRNA in der 
Versuchs- und Kontrollgruppe  
 
 
Abb. 31 (links): Expression von Fas-L-mRNA in der 
Versuchs- und Kontrollgruppe 
 
 
 
Um das Verhältnis von Zelltod und Überleben 
in den beiden Versuchsgruppen genauer 
darzustellen, wurde jeweils der Quotient aus 
anti-apoptotischen „Bcl-Xl“ und pro-
apoptotischen „Bak“ gebildet. Um so niedriger 
diese Bcl-Xl/Bak - Ratio ausfällt, desto 
wahrscheinlicher verschiebt sich das 
Gleichgewicht zu Gunsten der Apoptose. In unserem Fall ergab sich für die druckbelastete 
Versuchsgruppe ein Quotient von 0,82 und für die hämodynamisch unbelastete 
Kontrollgruppe von 0,80. Diese Ergebnisse zeigen, dass es keine relevanten Unterschiede 
zwischen den beiden Versuchsgruppen hinsichtlich des pro- und anti-apoptotischen 
Gleichgewichtes gab. 
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Die folgende Übersichtstabelle zeigt noch einmal die Unterschiede zwischen der 
Bandinggruppe und der hämodynamisch unbelasteten Kontrollgruppe. Es wurde jeweils der 
Quotient aus der semiquantitativ gemessenen mRNA-Menge des zu untersuchenden 
Zytokins und dem Housekeeping-Gen „18S rRNA“ gebildet. 
 
 Bandinggruppe (N=5) Kontrollgruppe (N=7) Signifikanz (p<0,05) 
VEGF/18S - Ratio 3,52 ± 0,17 3,30 ± 0,25 p=0,112 
CT-1/18S - Ratio 5,03 ± 0,61 4,41 ± 0,25 p=0,034 
TGF-β/18S - Ratio 3,78 ± 0,24 3,55 ± 0,21 p=0,109 
Bak/18S - Ratio 4,71 ± 0,39  4,46 ± 0,34 NS 
Fas/18S - Ratio 4,29 ± 0,32 4,07 ± 0,36 NS 
Bcl-Xs/18S - Ratio 3,95 ± 0,28 3,75 ± 0,27 NS 
Bcl-Xl/18S - Ratio 3,88 ± 0,28 3,55 ± 0,28 p=0,07 
 
Tab. 7: Übersicht über die molekularbiologischen Ergebnisse der Myokardbiopsien 
Werte dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung 
 
Um einen möglichen Zusammenhang zwischen den untersuchten Wachstumsfaktoren und 
den pro- und anti-apoptotischen Faktoren festzustellen, wurde der Korrelationskoeffizient 
nach Pearson berechnet. Wie die untenstehende Tabelle zeigt, korrelierten auffälligerweise 
alle gemessenen Wachstums- und Apoptosefaktoren auf einem Signifikanzniveau von 
p<0,001 miteinander. 
 
  VEGF/18S CT1/18S TGFβ/18S Bak/18S Fas/18S BclXs/18S BclXl/18S 
VEGF/18S Korrelation nach Pearson 1 0,7734 0,7619 0,8605 0,8585 0,8889 0,8955 
 Signifikanz (2-seitig)  p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 
CT1/18S Korrelation nach Pearson 0,7734 1 0,8055 0,8799 0,7474 0,8335 0,8893 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001  p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 
TGFβ/18S Korrelation nach Pearson 0,7619 0,8055 1 0,8673 0,7271 0,8546 0,9141 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001  p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 
Bak/18S Korrelation nach Pearson 0,8605 0,8799 0,8673 1 0,8632 0,9554 0,9642 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001 p<0,001  p<0,001 p<0,001 p<0,001 
Fas/18S Korrelation nach Pearson 0,8585 0,7474 0,7271 0,8632 1 0,7577 0,8622 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  p<0,001 p<0,001 
BclXs/18S Korrelation nach Pearson 0,8889 0,8335 0,8546 0,9554 0,7577 1 0,9201 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  p<0,001 
BclXl/18S Korrelation nach Pearson 0,8955 0,8893 0,9141 0,9642 0,8622 0,9201 1 
 Signifikanz (2-seitig) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001  
 
Tab. 8: Korrelationen der untersuchten Wachstums- und Apoptosefaktoren nach Pearson. Die Korrelation (fett) 
ist auf dem Niveau von 0,001 (2-seitig) signifikant. 
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Die folgende Grafik verdeutlicht im Speziellen den Zusammenhang des anti-apoptotischen 
Faktors Bcl-Xl, sowie des Wachstumsfaktors CT-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32 (links): Darstellung der linearen Regression 
zwischen CT-1 und Bcl-Xl zum Zeitpunkt der HKU 3. Werte 
sind dargestellt als Quotient der myokardialen mRNA 
Expression aus Zytokin und Housekeeping-Gen. 
 
 
 
6.5.2. Blut 
Mit Hilfe der Untersuchung des Blutes der Versuchstiere konnte die systemische Produktion 
von bestimmten Faktoren im Zeitverlauf untersucht werden. So wurde zu vier Zeitpunkten, 
nämlich der OP und den drei Herzkatheteruntersuchungen (HKU 1-3) arterielles Blut 
entnommen und molekularbiologisch ausgewertet. Auch hier wurde zur Normierung das 
Housekeeping-Gen „18S rRNA“ benutzt und jeweils der Quotient aus Wachstums/-
Apoptosefaktor und unverändertem Housekeeping-Gen gebildet.  
 
6.5.2.1. mRNA Produktion der Wachstumsfaktoren 
Die Amplifizierung der CT-1-mRNA mittels RTQ-PCR lieferte auch nach mehrmaligen 
Versuchen, vermutlich auf Grund mangelhafter Primer, keine Ergebnisse.  
Die semiquantitative Auswertung der Produktion von TGF-β-mRNA zeigt einen stetigen 
Anstieg der mRNA-Konzentration von der Operation bis hin zur finalen Herzkatheter-
untersuchung. Während bei den ersten drei Messzeitpunkten kein signifikanter Unterschied 
festzustellen ist, liegt nach zwölf Wochen bei der letzten Herzkatheteruntersuchung mit 
p=0,043 ein signifikanter Unterschied zwischen der druckbelasteten Versuchsgruppe und der 
Kontrollgruppe vor. Abbildung 33 zeigt diesen dynamischen Verlauf. Ebenfalls deutlich zu 
sehen ist, dass ein solcher stetiger Anstieg innerhalb der Kontrollgruppe nicht vorliegt. 
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Quotienten von mRNA-Konzentration und 
Housekeeping-Gen ± Standardabweichung. 
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Abb. 33 (links): Darstellung der Dynamik der 
Expression von TGF-β-mRNA in der Versuchs- und 
der Kontrollgruppe. 
Op - Operation, HKU - Herzkatheteruntersuchung 
 
 
 
TGF-β/18S - Ratio Bandinggruppe (N=6) Kontrollgruppe (N=7) Signifikanz (p<0,05) 
OP 3,86 ± 0,56 3,94 ± 0,43 NS 
HKU-1 (1Woche) 4,05 ± 0,12 4,10 ± 0,19 NS 
HKU-2 (4 Wochen) 4,11 ± 0,07 4,04 ± 0,23 NS 
HKU-3 (12 Wochen) 4,30 ± 0,18 3,99 ± 0,28 p=0,043 
 
Tab. 9: Darstellung der systemischen TGF-β - mRNA Expression innerhalb der beiden Gruppen im Verlauf von 
12 Wochen. 
 
Auch die systemische Expression der 
VEGF-mRNA zeigt einen ähnlichen 
dynamischen Anstieg im Verlauf von zwölf 
Wochen (Abb. 34). Auch hier ist diese 
Entwicklung lediglich in der Bandinggruppe 
zu beobachten, wobei sich im Expressions-
muster der VEGF-mRNA im Gegensatz zur 
TGF-β-mRNA kein signifikanter Unterschied 
(p<0,05) zu einem der Messzeitpunkte 
einstellt. Dargestellt sind jeweils die 
Mittelwerte der Quotienten  von mRNA-
Konzentration und Housekeeping- 
Gen ± Standardabweichung. 
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Abb. 34 (oben): Darstellung der Dynamik der
Expression von TGF-ß – mRNA in der Versuchs-
und der Kontrollgruppe. 
Op - Operation, HKU - Herzkatheteruntersuchung
NS
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VEGF/18S - Ratio Bandinggruppe (N=6) Kontrollgruppe (N=7) Signifikanz (p<0,05) 
OP 4,72 ± 0,69 4,86 ± 0,73 NS 
HKU-1 (1Woche) 5,04 ± 0,19 5,04 ± 0,34 NS 
HKU-2 (4 Wochen) 5,13 ± 0,08 5,01 ± 0,28 NS  
HKU-3 (12 Wochen) 5,31 ± 0,15 4,98 ± 0,54 NS 
 
Tab. 10: Darstellung der systemischen VEGF-mRNA Expression innerhalb der beiden Gruppen im Verlauf von 12 
Wochen. 
 
 
6.5.2.2. mRNA-Produktion der Apoptosefaktoren 
Für die Betrachtung von eventuellen Veränderungen des apoptotischen Gleichgewichtes 
wurden im speziellen die Apoptosefaktoren Fas-L und Bak (pro-apoptotisch) sowie Bcl-Xl 
(anti-apoptotisch) im Verlauf untersucht. Sowohl die systemische Expression der Fas-L- und 
Bak-mRNA als auch die Bcl-Xl-mRNA Expression zeigt eine stetige Zunahme im Verlauf von 
12 Wochen, während innerhalb der Kontrollgruppe kein zeitlicher Zusammenhang der 
Produktion zu erkennen ist. Interessanterweise unterschreitet das anti-apoptotische Bcl-Xl 
zum Zeitpunkt der letzten Messung nach 12 Wochen mit p=0,027 das Signifikanzniveau. Die 
folgenden Abbildungen (35-37) und die untenstehende Tabelle (11) zeigen die Dynamik der 
Expression der untersuchten Faktoren. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der 
Quotienten von mRNA-Konzentration und Housekeeping-Gen ± Standardabweichung. 
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Abb. 35 (links oben) und 36 (rechts oben): 
Darstellung der Dynamik  der Expression von Fas-L und 
Bak mRNA in der Banding- und Versuchsgruppe. 
Op - Operation, HKU - Herzkatheteruntersuchung 
p=0,068 NS 
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Fas-L/18S - Ratio Versuchsgruppe (N=6) Kontrollgruppe (N=7) Signifikanz (p<0,05) 
OP 3,33 ± 0,48 3,53 ± 0,68 NS 
HKU-1 (1Woche) 3,51 ± 0,28 3,52 ± 0,30 NS 
HKU-2 (4 Wochen) 3,59 ± 0,21 3,68 ± 0,29 NS 
HKU-3 (12 Wochen) 3,70 ± 0,21 3,56 ± 0,53 NS 
Bak/18S - Ratio Versuchsgruppe (N=6) Kontrollgruppe (N=7) Signifikanz (p<0,05) 
OP 4,88 ± 0,75 5,06 ± 0,61 NS 
HKU-1 (1Woche) 5,24 ± 0,16 5,27 ± 0,27 NS 
HKU-2 (4 Wochen) 5,20 ± 0,14 5,13 ± 0,21 NS 
HKU-3 (12 Wochen) 5,46 ± 0,24 5,11 ± 0,36 p=0,068 
Bcl-Xl/18S - Ratio Bandinggruppe (N=6) Kontrollgruppe (N=7) Signifikanz (p<0,05) 
OP 4,23 ± 0,62 4,43 ± 0,47 NS 
HKU-1 (1Woche) 4,51 ± 0,22 4,57 ± 0,20 NS 
HKU-2 (4 Wochen) 4,75 ± 0,10 4,64 ± 0,22 p<0,1 
HKU-3 (12 Wochen) 5,03 ± 0,18 4,63 ± 0,35 p=0,027 
 
Tab. 11: Darstellung der systemischen Fas-L-, Bak- und Bcl-Xl-mRNA Expression innerhalb der beiden 
Versuchsgruppen im Verlauf von 12 Wochen. 
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Abb. 37 (links): Darstellung der Dynamik  der 
Expression von Bcl-Xl mRNA in der Banding- und 
Versuchsgruppe. 
Op - Operation, HKU - Herzkatheteruntersuchung 
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7. Diskussion 
 
7.1. Etablierung eines Tiermodells der Pulmonalstenose 
In unserer tierexperimentellen Studie konnten wir ein Modell etablieren, welches es 
ermöglicht, die Veränderungen am Neugeborenenherz in Folge einer hämodynamischen 
Druckbelastung ohne Hypoxämie an einem Großtier im Verlauf von drei Monaten zu 
studieren. Das neugeborene Lamm stellt als großes Säugetier für dieses Vorhaben ein sehr 
gutes Versuchobjekt dar [5,6,19]. Sowohl die morphologische als auch die physiologische 
Ähnlichkeit des Herzens prädestinierten das Lamm in unserem Experiment für die Simulation 
eines mit Herzfehler geborenen Kindes. Um den Auswirkungen eines angeborenen 
Herzfehlers möglichst nahe zu kommen, wurden die Tiere 36 Stunden post partum operiert. 
Einen operativen Eingriff direkt nach der Geburt durchzuführen, wäre auf Grund der Gefahr, 
dass durch den Geburtsstress geschwächte Lamm zu verlieren, nicht gerechtfertigt. In 
unserer Studie wurde besonderer Wert auf die Dynamik der Folgen einer Druckbelastung 
gelegt. Daher wurde das Experiment für eine Dauer von drei Monaten angelegt. In der 
Literatur sind ähnliche Modelle beschrieben, allerdings befassen sich die meisten Studien mit 
den initialen und nicht mit den subakuten Veränderungen [6,7].  
Um eine mögliche Dynamik zu erfassen, wurden in bestimmten Zeitabständen 
Katheteruntersuchungen durchgeführt. Neben dem hämodynamischen Verlauf, sollten auch 
Expressionsveränderungen bestimmter Faktoren verfolgt werden. Deswegen wurden Blut 
und Herzmuskelgewebeproben zur Verlaufsanalyse der Expression von bestimmten 
Faktoren untersucht. Wie bereits im Abschnitt Material und Methoden erwähnt, sollten die 
Biopsien zur noch besseren Verlaufskontrolle auch bei der HKU 1 und HKU 2 entnommen 
werden. Auf Grund des zu diesen Zeitpunkten noch sehr dünnwandigen rechten Ventrikels 
und der Gefahr von Herzbeuteltamponaden wurde davon jedoch Abstand genommen. Die 
anfänglichen Verluste von Versuchstieren konnten damit gestoppt werden. Es wäre 
durchaus interessant durch Analysen von Myokardbiopsien zu früheren Zeitpunkten ein 
genaueres Expressionsmuster von Wachstums- und Apoptosefaktoren zu erhalten, jedoch 
ist die Gefahr von Komplikationen sehr groß.  
 
Obwohl die valvuläre Abflussbehinderung die häufigste Form der Pulmonalstenose darstellt, 
wurde in unserem Versuch eine supravalvuläre Stenose erzeugt [1,2]. Da unsere Absicht 
ausschließlich in der Simulation einer isolierten Druckbelastung für den rechten Ventrikel 
bestand, würde die genaue Lage des Bandings keine größeren Unterschiede in den 
Ergebnissen zur Folge haben. Trotzdem konnten wir während der Sektion bei jedem Tier der 
Bandinggruppe die korrekte Lage des Bändchens um den Stamm der Pulmonalarterie 
beweisen und damit mögliche Fehlerquellen durch eine unterschiedliche Lage der 
künstlichen Stenose ausschließen.  
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Für eine Studie mit einer Dauer von mehreren Monaten ist die Verwendung eines nicht 
verstellbaren Bandings sehr gut praktikabel. Der von uns erstrebte Druckanstieg im rechten 
Ventrikel auf 2/3 des Systemdruckes stellte sich bereits bei der ersten Herzkatheter-
untersuchung ein und blieb über die gesamte Versuchsdauer im erwarteten Bereich. Das 
von einigen Arbeitsgruppen verwendete verstellbare Banding [6,91] ist sicherlich für einen 
nur kurze Zeit andauernden Versuch zur exakten Einstellung des beabsichtigten Stenose-
grades sinnvoll. In unserem Fall war jedoch davon auszugehen, dass das Wachstum von 
Herz und Gefäßen gegen das fixierte Banding einen konstanten bzw. ansteigenden Stenose-
grad zur Folge haben wird. Auch die histologischen Ergebnisse belegen die Funktion der 
künstlichen Stenose. So konnte eine mäßige Hypertrophieentwicklung bei allen druck-
belasteten Tieren gefunden werden. Die signifikante Korrelation der hämodynamischen und 
morphometrischen Daten spricht eindeutig für die Validität unseres Studiendesigns und 
unserer Ergebnisse. 
 
7.2. Folgen der künstlichen Stenose 
 
7.2.1. Auswirkungen auf die Hämodynamik 
Nach Nugent et al. [3] wird der Schweregrad der Pulmonalstenose nach der Druckdifferenz 
zwischen rechtem Ventrikel und poststenotischem Abschnitt der Pulmonalarterie eingeteilt. 
In unserem Experiment erreichten wir im Mittel einen Gradienten von 43mmHg, das heißt der 
Gradient stieg von anfänglich 30 mmHg auf letztendlich 56mmHg nach 12 Wochen an. Diese 
Entwicklung entsprach dem Ziel unserer Studie, eine leicht- bis mäßiggradige Stenose zu 
kreieren. Bereits eine Woche (HKU 1) nach Anlage des Bandings erreichte der rechts-
ventrikuläre Druck der Versuchstiere im Mittel 63% des Systemdruckes. Nach Ablauf der 
Versuchsdauer von zwölf Wochen stieg dieser bis auf 79% an. Da der rechtsventrikuläre 
Druck in der hämodynamisch unbelasteten Kontrollgruppe altersgerecht gering abnahm, war 
zu allen drei Herzkatheteruntersuchungen der Unterschied signifikant (p<0,001). 
Interessanter Weise war zum Zeitpunkt der HKU 1 der im rechten Vorhof gemessene 
zentralvenöse Druck in der Versuchsgruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe signifikant 
erhöht. Dieser initiale Druckanstieg glich sich jedoch bereits nach weiteren drei Wochen 
(HKU 2) an das Niveau der Kontrolltiere an. Vermutlich war der rechte Ventrikel zu Beginn 
der Belastung nicht in der Lage die veränderte Compliance zu adaptieren und damit den 
Vorhof zu entlasten. Im weiteren Verlauf konnte der rechte Ventrikel durch entsprechende 
Umbauprozesse die Druckbelastung ausgleichen und damit auch den Druck im Vorhof 
wieder reduzieren. Übereinstimmend mit anderen Studien zur Rechtsherzbelastung [92,93], 
kam es im Gegensatz zur Kontrollgruppe (103/min ± 18/min (SD)) zu keinen signifikanten 
Veränderungen der Herzfrequenz innerhalb der Bandinggruppe (115/min ± 25/min (SD)). 
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Dies lässt darauf schließen, dass die rechtsventrikuläre Druckbelastung ohne Aktivierung 
des sympathischen Nervensystems einhergeht [92].  
Bei Kindern mit angeborenem Herzfehler und Druckbelastung des rechten Ventrikels 
erwartet man bei einem hämodynamischen Gradienten von 40 - 50 mmHg klinisch noch 
keine größeren Auffälligkeiten. Erst bei mäßig bis ausgeprägten Stenosen kann es zu 
Symptomen wie Belastungsdyspnoe oder schneller Ermüdbarkeit kommen. So waren auch 
in unserem Versuch die druckbelasteten Tiere klinisch unauffällig. Gelegentlich konnte eine 
erhöhte Atemfrequenz beobachtet werden, offensichtliche körperliche Einschränkungen 
lagen jedoch nicht vor. Dies zeigt, dass auch die hämodynamischen Daten sehr gut mit den 
klinischen Erwartungen korrelieren und man davon ausgehen kann, dass unser Tiermodell 
die Problematik bzw. Eigenschaften dieses Herzfehlers widerspiegelt. 
 
7.2.2. Auswirkungen auf das rechtsventrikuläre Gefüge  
Um die Folgen der Druckbelastung auf das rechtsventrikuläre Gefüge feststellen zu können, 
wurden in unserer Studie neben den makro- und mikromorphometrischen Messungen auch 
semiquantitative Analysen der Histopathologie mit Hilfe der Licht- und Elektronenmikroskopie 
durchgeführt. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine hämodynamisch relevante 
Druckbelastung als Folge einer Stenose zu hypertrophischen Umbauten des Ventrikel-
myokards führt [5,8,10]. Wir konnten in unserem Experiment zeigen, dass eine über zwölf 
Wochen konstant ansteigende Druckbelastung im rechten Ventrikel eine leicht- bis 
mäßiggradige Hypertrophieentwicklung zur Folge hat. Makroskopisch wiesen die Wand-
stärken von rechtem Ventrikel und Septum signifikante Zunahmen der Durchmesser auf. 
Interessanter Weise zeigte auch der nicht direkt belastete linke Ventrikel die gleichen 
Veränderungen. Es ist also anzunehmen, dass bei einer Rechtsherzbelastung auch im linken 
Ventrikel hypertrophische Vorgänge stattfinden. Ähnliche Beobachtungen wurden von 
Leeuwenburgh et al. festgestellt, die nach Banding der Pulmonalarterie von Lämmern ein 
vermindertes linksventrikuläres Volumen und eine verringerte Distanz zwischen Septum und 
lateraler Wand des linken Ventrikels fanden [92,94]. Eine mögliche Erklärung für diesen 
Vorgang ist der durch die Druckbelastung vermittelte Anstieg der systemischen TGF-β 
Produktion. Es ist bekannt, dass die Zellen des zirkulierenden Blutes, insbesondere 
Thrombozyten und Leukozyten, TGF-β produzieren und speichern können [54, 55]. Bei 
Aktivierung von Thrombozyten, zum Beispiel durch eine Flussbehinderung im Sinne der 
Stenose, oder von Leukozyten, im Rahmen einer Inflammation, wird TGF-β vermehrt 
produziert und freigesetzt. Auch in unserem Versuch waren die systemisch gemessenen 
TGF-β Werte zu allen Zeitpunkten erhöht, so dass man annehmen kann, dass die Wirkung 
der Wachstumsfaktoren nicht nur auf den rechten Ventrikel beschränkt bleibt. Vielmehr ist 
davon auszugehen, dass die Zellen des zirkulierenden Blutes im Rahmen einer solchen 
Druckbelastung eine wichtige Rolle für die weitere Produktion von Wachstumsfaktoren 
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einnehmen und damit Veränderungen nicht nur lokal sondern auch an anderen Orten 
stattfinden. Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen der Ventrikelhypertrophie und 
einem vermehrtem Herzgewicht. Eine mögliche Gewichtszunahme des Herzens durch 
Ödembildung konnte lichtmikroskopisch ausgeschlossen werden. Das histologische Korrelat 
der vermehrten Wandstärken fand sich in einer ebenfalls signifikanten Zunahme der Kern- 
und Muskelfaserdurchmesser innerhalb der Bandinggruppe. Dies spiegelt die bekannten 
Veränderungen während einer konzentrischen Hypertrophieentwicklung wieder, dass heißt 
die Anordnung der Sarkomere in paralleler Ausrichtung und das Wachsen der 
Herzmuskelzelle nach lateral [8]. Die bei drei von sechs Versuchstieren beobachteten 
hydropischen Schwellungen von Kardiomyozyten lassen sich als Ausdruck der 
mechanischen Belastung erklären. Mögliche Ursachen können Hypoxidosen (Energie- (ATP) 
Mangel) oder auch Membranschädigungen sein. Dabei kommt es zur Störung des 
osmotischen Gleichgewichts und zum Wassereinstrom in den Myozyten. Da aber keine 
ischämischen oder nekrotischen Areale gefunden werden konnten, scheinen diese 
Veränderungen reversibler Natur oder ein Ausdruck des gerade beginnenden Zelluntergangs 
zu sein. Weitergehende Veränderungen, wie etwa Gefäßproliferation oder höhergradige 
perivaskuläre bzw. interstitielle Fibrosierung, konnten nicht beobachtet werden und sind 
demnach mit einem rechtsventrikulären Druckanstieg auf 79% des Systemdruckes nach 
zwölf Wochen nicht zu erwarten. Bauer et al. konnten in einer Studie mit 
Pulmonalarterienbanding bereits nach sieben Tagen eine erhöhte Herzgewicht/Körper-
gewichts-Ratio aufzeigen, Fibrosierung oder Neovaskularisierung konnten auch nach 24 
Tagen nicht gefunden werden [7].  
Die elektronenmikroskopischen Daten verdeutlichen den bisher gewonnenen Eindruck einer 
mäßiggradigen Hypertrophieentwicklung. So konnten verbreiterte Z-Streifen gefunden 
werden, die man auf den gesteigerten mechanischen Anspruch während der Druckbelastung 
zurückführen kann. Veränderungen, die auf einen deutlich gesteigerten Zellstoffwechsel 
hindeuten, wie etwa vermehrte Anzahl an Ribosomen, sarkoplasmatisches Retikulum oder 
erweiterte T-Tubuli wurden bei unseren Versuchstieren nicht gefunden, hätte man aber bei 
einer stärkeren Druckbelastung bzw. zu einem späteren Zeitpunkt erwarten können. Diese 
Vermutung wird durch eine klinische Studie von Chowdhury et al. belegt [95]. Von Patienten 
mit TOF unterschiedlichen Alters wurden Myokardbiopsien elektronenmikroskopisch auf 
eventuelle pathologische Veränderungen untersucht. Die bei 72,1% der Patienten 
gefundenen hypertrophischen Vorgänge, wie signifikante Zellvergrößerung mit Nukleo-
megalie, unregelmäßige Zellformen, geteilte Z-Streifen, multiple Disci-intercalares und 
erweiterte T-Tubuli, korrelierten signifikant mit den unabhängigen Risikofaktoren Lebensalter 
> 4 Jahre, Hämatokrit > 45%, Sauerstoffsättigung < 80% und rechtsventrikulärer end-
diastolischer Druck > 12 mmHg. Diese Zeichen gehen klinisch mit einer kardialen 
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Dysfunktion einher und wurden bei den Versuchstieren unserer Studie ebenso wenig wie das 
histopathologische Korrelat beobachtet.   
Ein weiterer Punkt, der erklären könnte, warum keine stärker ausgeprägten hypertrophischen 
Veränderungen beobachtet werden konnten, ist die Möglichkeit von neonatalem Myokard zur 
Hyperplasie. Nach neueren Erkenntnissen ist nicht, wie bisher gedacht, ausschließlich 
Hypertrophie, sondern auch Hyperplasie als initiale Antwort der Herzmuskulatur auf 
zunehmende Belastung möglich [6]. Auch wenn hyperplastische Veränderung nach 
mechanischer Druckbelastung überwiegend bei dekompensierten hämodynamischen 
Zuständen beobachtet wurden [96], ist es durchaus denkbar, dass in unserem Experiment 
initial hyperplastische Vorgänge stattgefunden haben. 
 
7.2.3. Auswirkungen auf die Expression von Wachstumsfaktoren 
In vielen Studien zur Untersuchung der Konzentrationen von Zytokinen wird das Western 
Blot- oder Elisa-Verfahren verwendet. Da man für beide Analysen zum einen sehr 
spezifische Antikörper und zum anderen viel hochkonzentriertes Probenmaterial benötigt, 
entschlossen wir uns aufgrund nicht vorhandener Schafsantikörper und den relativ kleinen 
Biopsien zur Anwendung der RTQ-PCR (real-time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion). 
Mit dieser speziellen Form der DNA-Amplifizierung ist es möglich, die DNA-Menge im 
Vergleich zur herkömmlichen PCR mit Gelelektrophorese nicht nur optisch, sondern auch mit 
Zahlenwerten zu erfassen. Dieses genaue Verfahren wurde angewandt, weil mittels 
normaler PCR kein deutlicher Unterschied in den Expressionsmustern zu erfassen war.  
Um die Validität der erhobenen Daten zu untersteichen, wurde für die gemessenen Faktoren 
der Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Sowohl die Wachstumsfaktoren als 
auch die Apoptosefaktoren korrelieren auf einem Signifikanzniveau von p<0,001 miteinander. 
Das bedeutet, dass die Tiere, die eine hohe mRNA-Expression eines Faktors aufweisen, 
auch hohe Werte der anderen Faktoren zeigen. Eine solche Beobachtung spricht besonders 
vor dem Hintergrund, dass die verschiedenen Faktoren in der Lage sind sich gegenseitig zu 
beeinflussen, gegen einen Zufallsbefund. 
 
7.2.3.1. VEGF 
Aus der Literatur ist bekannt, dass der Wachstumsfaktor VEGF in engem Zusammenhang 
mit Hypertrophieentwicklung und myokardialem Remodeling steht. Dabei ist die Expression 
vor allem abhängig von mechanischer Belastung und Hypoxie. Es konnte gezeigt werden, 
dass Herzmuskulatur bei Dehnung und auch bei O2-Mangelzuständen in der Lage ist, VEGF 
vermehrt zu exprimieren [38,42]. Allerdings ist es nicht eindeutig, ob mechanische Belastung 
allein oder in Kombination mit Hypoxie für eine vermehrte VEGF-Expression verantwortlich 
ist. Häufig, wie etwa bei komplexen Herzfehlern, liegen beide Zustände gemeinsam vor. In 
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unserem Experiment handelt es sich hingegen um eine isolierte Druckbelastung, so dass ein 
Anstieg der Expression für eine Unabhängigkeit von der Hypoxie sprechen würde. 
In unserer Studie konnten wir zeigen, dass die VEGF-mRNA-Expression im Myokard der 
druckbelasteten Bandinggruppe im Gegensatz zur hämodynamisch unbelasteten Kontroll-
gruppe erhöht war. Mit p=0,112 stellte sich nach zwölf Wochen Versuchsdauer ein nahezu 
tendenziell signifikanter Unterschied ein. Da VEGF ein Mediator der Angiogenese ist, könnte 
man vermuten, in histologischen Präparaten dementsprechende Umbauten zu sehen. Da 
diese Veränderungen in unseren Präparaten nicht gefunden wurden, ist davon auszugehen, 
dass die gemessene mRNA-Menge und folglich die Proteinkonzentration noch kein Level 
erreicht hat, bei dem eine Neovaskularisierung stattfindet. Ähnliche Ergebnisse lieferte eine 
Studie von Bauer et al., in welcher nach Druckbelastung des rechten Herzens von 
Schweinen zwar erhöhte Konzentrationen an VEGF-mRNA, jedoch keine Gefäß-
veränderungen gefunden wurden [7]. Hingegen zeigte eine Langzeitstudie mit Banding der 
Pulmonalarterie von Ratten nach 200 Tagen eine um 44% gesteigerte Kapillar/Myozyten - 
Ratio. Dies deutet darauf hin, dass bei länger andauernder Druckbelastung Gefäß-
proliferationen stattfinden [97]. Trotzdem zeigt der von uns gefundene Unterschied in der 
Expression zwischen beiden Gruppen, dass in Folge der Druckbelastung vermehrt VEGF-
mRNA exprimiert wurde, und es bleibt zu diskutieren, ab wann man mit Gefäßproliferationen 
zu rechnen hat.  
 
Bei der Untersuchung der systemischen Produktion der VEGF- mRNA zeigt sich ein Anstieg 
der Expression von 4,72 ± 0,69 (SD) auf 5,31 ± 0,15 (SD) nach zwölf Wochen. Da ein 
solcher dynamischer Verlauf in der Kontrollgruppe nicht zu beobachten ist, kann man davon 
ausgehen, dass die vermehrte Produktion in Zusammenhang mit der andauernden und 
zunehmenden Druckbelastung steht und VEGF damit, ähnlich TGF-β, auch auf den linken 
Ventrikel Einfluss hat, beziehungsweise extrakardiale Wirkungen haben könnte. 
 
7.3.2.2. CT-1 
CT-1 und die Rezeptoruntereinheit gp130 sind bedeutend in Vorgänge des myokardialen 
Remodelings involviert. Wie bereits erwähnt, werden dem Zytokin zwei Haupteigenschaften 
zugeschrieben, nämlich einerseits der direkte Einfluss auf Hypertrophieentwicklung und 
andererseits anti-apoptotische, also kardioprotektive Eigenschaften. Eine Studie, die diese 
beiden Eigenschaften und deren Zusammenwirken aufzeigt, beschäftigte sich mit gp130 
defizienten Mäusen [71]. Hirota et al. konnten beweisen, dass die knock-out Tiere nicht in 
der Lage waren, nach Druckbelastung eine kompensatorische Hypertrophie zu entwickeln, 
wohl aber massive apoptotische Vorgänge stattfanden. Die Kontrollgruppe hingegen wies die 
erwartete via gp130 vermittelte kompensatorische Hypertrophie auf.  
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Die hämodynamisch druckbelasteten Versuchstiere unserer Studie wiesen nach 12 Wochen 
signifikant höhere Werte der myokardialen CT-1-mRNA im Gegensatz zur Kontrollgruppe auf 
(p=0,034). Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die sowohl mikroskopisch als auch 
makroskopisch beobachtete Hypertrophieentwicklung in Zusammenhang mit der vermehrten 
Expression von CT-1-mRNA steht. Folglich kann man daraus schließen, dass bei einer 
mäßiggradigen Pulmonalstenose (in unserem Fall im Mittel 43mmHg) erhöhte myokardiale 
Konzentrationen von CT-1-mRNA zu erwarten sind und die dadurch vermutlich erhöhte 
Zytokin-Expression damit die Entwicklung einer Hypertrophie der Herzmuskulatur begünstigt. 
 
Die Untersuchung der systemischen Expression von CT-1-mRNA im Blut mittels RTQ-PCR 
lieferte keine Ergebnisse. Vermutlich waren die von uns benutzten Primer nicht spezifisch 
genug, um mit der mRNA-Konzentration im Blut eine Amplifizierung durchzuführen. Es ist 
jedoch davon auszugehen, dass auch CT-1 ein ähnliches Expressionsmuster zeigen würde 
wie die anderen untersuchten Faktoren. Für diese Vermutung spricht, dass die Expression 
der CT-1-mRNA als einzige der Wachstumsfaktoren nach zwölf Wochen im Myokard 
signifikant erhöht war. 
 
7.3.2.3. TGF-β 
TGF-β ist als Wachstumsfaktor an fibrotischen Umbauprozessen in nahezu allen Organen 
 beteiligt [55]. Vermehrte Expression von TGF-β, ausgelöst durch mechanische Belastung 
von Herzmuskelzellen, führt zur Hypertrophie und über vermehrte Produktion von 
Kollagenen zur Fibroseentwicklung [63].  
In unserer Studie zeigten sich nach zwölf Wochen Druckbelastung des rechten Ventrikels 
erhöhte Werte von TGF-β-mRNA. Im Vergleich zur unbelasteten Kontrollgruppe ergab sich 
mit p=0,109 ein nahezu „tendenziell signifikanter“ Unterschied (p<0,1). In der histologischen 
Auswertung konnten bei zwei druckbelasteten Tieren Fibroseareale gefunden werden. Diese 
zwei Tiere wiesen zudem auch die höchsten Werte an TGF-β-mRNA im Myokard auf, 
nämlich 4,01 und 3,90 bei einem Mittelwert aller Versuchstiere von 3,78. Diese Beobachtung 
verdeutlicht noch einmal den Zusammenhang von TGF-β und Fibroseentwicklung. Bauer et 
al. untersuchten nach Pulmonalarterienbanding neben der myokardialen Expression von 
VEGF-mRNA auch die von TGF-β. Diese Arbeitsgruppe fand trotz signifikant erhöhter 
Konzentrationen von TGF-β-mRNA nach 24 und 72 Stunden bei einem mittleren Gradienten 
von 29 mmHg zwischen rechtem Ventrikel und Pulmonalarterie keine Anzeichen einer 
Fibrosierung des Myokards [7]. Unser Ergebnis lässt vermuten, dass eine länger andauernde 
Druckbelastung zu einer vermehrten Fibroseentwicklung führen würde. Da gerade die 
Entwicklung von Fibrose einen irreversiblen Schritt im Umbau des jeweiligen Gewebes 
darstellt, wäre es hingegen kritisch, bei einer mäßiggradigen Stenose der Pulmonalarterie 
solche schwerwiegenden Umbauprozesse im Myokard zu finden. 
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Bei der Betrachtung der systemischen Produktion von TGF-β-mRNA fällt ähnlich der VEGF-
mRNA eine interes-
sante Entwicklung auf 
(Abb. 37).  
 
 
 
 
 
Abb. 37: Systemische Ex-
pression der TGF-β mRNA 
im Verlauf über zwölf 
Wochen in der Banding-
gruppe. 
 
 
Während bei den Messungen zum Zeitpunkt der Op, nach einer und nach vier Wochen, noch 
keine Abweichungen zwischen Banding- und Kontrollgruppe zu sehen sind, liegt nach zwölf 
Wochen ein signifikanter Unterschied vor (p=0,034).  
Wie bereits in Abschnitt 7.2.2. erwähnt kann die vermehrte Produktion von TGF-β durch 
Thrombozyten und Leukozyten in pathologische Situationen, wie etwa einer hämodynamisch 
relevanten Stenose, aufrecht erhalten werden. Damit können Folgen nicht nur lokal, sondern 
auch an anderen Orten beziehungsweise Organen entstehen. In unserem Experiment lässt 
sich die Hypertrophie des linken Ventrikels bei den druckbelasteten Tieren als eine solche 
Folge der erhöhten systemischen TGF-β-Konzentration verstehen. Es ist davon auszugehen, 
dass diese dynamische Entwicklung im weiteren Zeitverlauf bestehen bleiben würde und 
damit bei andauernder bzw. stärker werdender Druckbelastung die Expression von TGF-β-
mRNA durch die Zellen des zirkulierenden Blutes weiter ansteigt. Dadurch würde folglich 
auch das Risiko einer Fibroseentwicklung zunehmen. 
 
7.2.4. Auswirkungen auf die Expression von Apoptosefaktoren 
Es ist bekannt, dass im Rahmen von myokardialem Remodeling apoptotische Vorgänge eine 
wichtige Rolle spielen [68,69]. Ein Ziel unserer Studie war, das Verhältnis von pro- und anti-
apoptotischen Vorgängen bei Druckbelastung des rechten Ventrikels durch eine 
mäßiggradige Stenose der Pulmonalarterie im Verlauf von zwölf Wochen aufzuzeigen. Dabei 
war es sinnvoll, sowohl den intrinsischen (Bak) als auch den extrinsischen (Fas/Fas-L) 
Aktivierungsweg zu untersuchen. Um auch die anti-apoptotischen Vorgänge feststellen zu 
können, wurde ferner die Expression von Bcl-Xl-mRNA gemessen. Alle untersuchten 
Faktoren sind in der Literatur im Zusammenhang mit Druckbelastung, Hypertrophie und 
Herzversagen beschrieben [68,70]. 
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Bei der semiquantitativen Auswertung der myokardialen Expression von pro- und anti-
apoptotischen Faktoren zeigten sich in der druckbelasteten Versuchsgruppe erhöhte mRNA- 
Konzentrationen aller Faktoren. Interessanter Weise wies das anti-apoptotische Bcl-Xl mit 
einer tendenziellen Signifikanz von p=0,07 den größten Unterschied zwischen den beiden 
Gruppen auf. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die bereits erwähnte zytoprotektive 
Eigenschaft des Wachstumsfaktors CT-1. Wie alle Zytokine der IL-6 Familie vermittelt CT-1 
die Wirkung über die Rezeptoruntereinheit gp130. Die dadurch ausgelöste Signalkaskade 
reguliert unter anderem via STAT-1/3 die anti-apoptotischen Faktoren, im Besonderen Bcl-Xl 
[51]. In unseren molekularbiologischen Ergebnissen sind die Konzentrationen der CT-1 und 
Bcl-Xl mRNA bei den Versuchstieren am auffälligsten erhöht.  
Abbildung 32 in Kapitel 6.5.2.2. zeigt den Verlauf der Regressionsgeraden und verdeutlicht 
den nahezu linearen Zusammenhang von CT-1 und Bcl-Xl und damit deren Zusammenspiel.  
 
Die Berechnung der Bcl-Xl/Bak - Ratio ergab in Banding- und Kontrollgruppe annähernd 
gleiche Werte, die Kontrollgruppe lag mit 0,80 sogar minimal unter dem Wert der 
Bandinggruppe mit 0,82. Dies würde bedeuten, dass in unserem Experiment die anti-
apoptotischen Faktoren überwiegen und zumindest keine vermehrte Apoptose stattfindet. 
Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit den Erkenntnissen der Histopathologie und der 
klinischen Beobachtung. Die druckbelasteten Versuchstiere unserer Studie zeigten die 
Entwicklung einer leichten bis mäßigen kompensatorischen Hypertrophie, aber noch kein 
Zeichen der Dekompensation. Einen erhöhten Apoptoseindex würde man erwarten, sobald 
die Druckbelastung durch Hypertrophie nicht mehr kompensiert werden kann und es zu einer 
Dysfunktion des Ventrikels kommt. Eine Studie von Condorelli et al. (1999) beschreibt genau 
diese Entwicklung. Nach Konstriktion der Aorta von Ratten entwickelte sich zunächst (12 
Wochen) eine Hypertrophie des linken Ventrikels, im weiteren Verlauf eine linksventrikuläre 
Dysfunktion. Zu diesem Zeitpunkt (18 Wochen) wurden die Rattenherzen histologisch bzw. 
molekularbiologisch untersucht und ein erhöhter Apoptoseindex ermittelt sowie gesteigerte 
apoptotische Vorgänge im Myokard gefunden [68]. 
Fas-L als wichtiger Faktor des extrinsischen Weges der Apoptose ist bei Patienten mit 
fortschreitendem Herzversagen im Blut erhöht. Einen solchen Zusammenhang konnten unter 
anderem Yamaguchi et al. (1999) in einer klinischen Studie feststellen [98]. In unserer Studie 
konnte zwar weder im Blut noch im Myokard ein signifikanter Unterschied in der Fas-L-
mRNA Expression zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden, trotzdem 
lässt der dynamische Anstieg (von 3,33 ± 0,48 (SD) auf 3,70 ± 0,21 (SD)) der systemischen 
Produktion im Verlauf der zwölf Wochen weiterhin ansteigende Konzentrationen vermuten. 
Ähnliche Ergebnisse lieferte der Mediator des intrinsischen Aktivierungsweges, Bak. Die 
Expression war weder im Myokard noch im Blut zwischen den beiden Gruppen signifikant 
unterschiedlich, jedoch ist eine klare Tendenz in der systemischen Produktion innerhalb der 
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Bandinggruppe zu erkennen (Anstieg von 4,88 ± 0,75 (SD) auf 5,46 ± 0,24 (SD)). Da nach 
zwölf Wochen bereits ein tendenziell signifikanter Unterschied vorlag (p=0,068), ist auch hier 
von einer weiteren Zunahme der Expression auszugehen. 
Die Bcl-Xl-mRNA Expression stieg von anfangs 4,23 ± 0,62 (SD) auf 5,03 ± 0,18 (SD). Damit 
weist erneut der anti-apoptotische Faktor Bcl-Xl den größten Unterschied (p=0,023) in der 
mRNA-Expression zwischen beiden Versuchsgruppen auf (Abb. 39). Dies verdeutlicht 
wiederum die Annahme, dass bei den druckbelasteten Lämmern das Stadium der 
Kompensation vorlag und damit Vorgänge überwogen, die das Überleben der 
Herzmuskelzellen sicherten. 
Die Untersuchung des Blutes zum Zeitpunkt der Op, nach einer, vier und zwölf Wochen 
ergab somit innerhalb der druckbelasteten Bandinggruppe einen konstanten Anstieg aller 
untersuchter Faktoren. Da diese dynamische Entwicklung in der Kontrollgruppe nicht 
vorliegt, kann davon ausgegangen werden, dass die zunehmende Druckbelastung eine 
ansteigende Produktion 
der apoptotischen 
Faktoren durch die Blut-
zellen bedingt.  
 
 
 
 
 
Abb. 39: Systemische Ex-
pression der Bcl-Xl mRNA im 
Verlauf über zwölf Wochen in 
der Bandinggruppe. 
 
 
Bei weiter fortbestehender oder sogar zunehmender Druckbelastung wird unweigerlich der 
Punkt erreicht, an dem die Kompensation in eine Dysfunktion übergeht und die pro-
apoptotischen Vorgänge überwiegen. 
 
7.3. Therapeutische und klinische Bedeutung 
Die Herzinsuffizienz stellt die Endstrecke vieler Herz-Kreislauferkrankungen dar. Dabei 
können Patienten aller Altersklassen, also auch bereits junge Patienten mit angeborenem 
Herzfehler, betroffen sein. Einer der möglichen Herzfehler, die Pulmonalstenose, wurde in 
unserer Studie mit Hilfe eines standardisierten Tiermodells untersucht. Da die 
Pulmonalstenose nicht nur isoliert, sondern auch als Teil komplexer Herzfehler, wie etwa der 
Fallot’schen Tetralogie auftritt, stellt sie einen bedeutenden Faktor in der Prognose 
kongenitaler Herzfehler dar. Je nach Grad der Stenose entwickelt das druckbelastete Herz 
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mehr oder weniger schnell eine kompensatorische Hypertrophie. So kann die normale 
Pumpfunktion und damit eine ausreichende Herzleistung für einen gewissen Zeitraum 
aufrechterhalten werden. Gefürchtet ist jedoch der Punkt, an dem das Herz nicht mehr in der 
Lage ist, den Ansprüchen der Kreislaufsituation gerecht zu werden und eine Dysfunktion des 
rechten Ventrikels auftritt. Ursache dieser pathologischen Entwicklung ist unter anderem das 
myokardiale Remodeling. Ziel einer Therapie wäre die Prävention des Überganges von 
Kompensation zu Dekompensation, wobei es nicht eindeutig gesichert ist, zu welchem 
Zeitpunkt ein Eingriff zur Prävention stattfinden sollte. Bei jungen Patienten mit valvulärer 
Pulmonalstenose kann nach einer operativen Valvulostomie die kardiale Funktionalität 
verbessert werden, dass heißt die präoperativ schlechte Herzleistung ist zu einem frühen 
Zeitpunkt reversibel. Erwachsene hingegen zeigen diese Verbesserung nicht mehr, was für 
einen stattgefundenen irreversiblen Umbau der Herzmuskulatur, zum Beispiel durch 
Fibrosierung, spricht [99]. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es das Bestreben des 
Kinderkardiologen, rechtzeitig, dass heißt vor einer irreversiblen Schädigung, einzugreifen. 
Laut den aktuellen Leitlinien (Stand: Dezember 2003) der pädiatrischen Kardiologie soll ein 
interventioneller Eingriff bei asymptomatischen Patienten ab einem systolischen Gradienten 
von 60 mmHg erfolgen [100]. In unserer Studie konnten wir über die Dauer von zwölf 
Wochen eine Druckbelastung des rechten Ventrikels erreichen, die einer leicht- bis 
mäßiggradigen Stenose der Pulmonalarterie entspricht. Zum Ende der Versuchszeit 
erreichten die Tiere einen systolischen Gradienten von 56 mmHg ± 8,43 mmHg (SD). Diese 
Werte entsprechen relativ genau der Grenze, an der man sich in der Kinderkardiologie für 
eine Katheterintervention entscheiden würde, um irreversible Spätfolgen zu verhindern.  
Eine klinische Studie von Lange et al. beschäftigte sich bereits 1985 mit der Frage, ab 
welchem Druckgradienten mit einer Verschlechterung der Prognose für den Patienten zu 
rechnen ist. Dafür wurden Kinder mit valvulärer Pulmonalstenose zweimal im Intervall von im 
Mittel fünf bis sechs Jahren katheterinterventionell untersucht und der Verlauf des 
Druckgradienten beurteilt. Interessanterweise wiesen die Patienten mit einem initialen 
Druckgradienten von mehr als 50 mmHg eine signifikante weitere Zunahme des Gradienten 
auf, während die Patienten mit einem initialen Gradienten von weniger als 50 mmHg 
annähernd gleich bleibende Werte aufwiesen [101]. Diese Beobachtung spricht dafür, dass 
mit fortschreitender Zeit die Druckbelastung und damit die pathologischen Veränderungen 
am Herzen zunehmen.  
 
7.3.1. Bedeutung der untersuchten Faktoren 
Einen interessanten Zusammenhang zwischen dem Fortschreiten einer Herzinsuffizienz und 
dem Wachstumsfaktor VEGF wurde in einer neuen Studie von Friehs et al. (2006) gefunden. 
In einem Tiermodell zur Linksherzbelastung mittels Banding der Aorta ascendens konnte 
gezeigt werden, dass die intraperikardiale Gabe von VEGF das Risiko des Fortschreitens 
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einer kompensatorischen Hypertrophie zum Herzversagen verringert [102]. Eine mögliche 
Erklärung liegt darin, dass zum einen das Maß der Kapillarisierung im hypertrophierten 
Herzmuskel zunimmt und damit die Versorgung der Muskulatur verbessert wird. Zum 
anderen scheint der anti-apoptotische Effekt von VEGF die zunehmenden apoptotischen 
Vorgänge im druckbelasteten Myokard zu verlangsamen und damit den irreversiblen Verlust 
von Herzmuskelzellen einzudämmen. Ob die Gabe von VEGF eine Möglichkeit darstellt das 
Fortschreiten einer Herzerkrankung aufzuhalten, müssen weitere experimentelle und 
klinische Studien zeigen. 
 
Die fibrotische Wirkung von TGF-β hat einen großen Einfluss auf den Verlauf und das 
Fortschreiten von myokardialem Remodeling und damit auf die Entwicklung einer kardialen 
Dysfunktion. Eine anti-fibrotische Therapie erscheint daher sinnvoll, um den Verlauf der 
Veränderungen positiv zu beeinflussen. Ziel dieser Therapieansätze ist es die Wirkung von 
TGF-β herabzusetzen. Im Tiermodell wurde bereits die Gabe von anti-TGF-β Antikörpern 
getestet. Durch Bindung von TGF-β konnte das Fortschreiten von Fibrose und Dysfunktion 
bei druckbelasteten Rattenherzen verhindert werden [63]. Eine weitere Möglichkeit, TGF-β 
durch Komplexbildung zu neutralisieren, besteht in der Gabe von löslichen TGF-β Typ II 
Rezeptoren (TβRII). So konnte gezeigt werden, dass adenoviral vermittelte Überexpression 
von löslichem TβRII durch verminderte Fibrosierung und abgeschwächte ventrikuläre 
Dilatation eine verbesserte Kontraktilität des Herzens nach Infarkt zur Folge hat [103]. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass das natürliche Proteoglykan Decorin in der Lage ist, 
TGF-β in der extrazellulären Matrix gebunden zu halten und damit dessen Wirkung 
herabzusetzen [104]. Ob diese Ergebnisse in Zukunft dazu führen, ein effektives anti-
fibrotisches Medikament zu entwickeln, ist fraglich. Von großer Bedeutung ist allerdings die 
Erkenntnis, dass der Wachstumsfaktor TGF-β eine Schlüsselfunktion bei der Entwicklung 
von kardialer Dysfunktion durch Remodelingprozesse darstellt. 
Weitere Molekülgruppen, die in das myokardiale Remodeling involviert sind und im 
Zusammenhang mit Umbauprozessen der extrazellulären Matrix stehen, sind die Matrix-
metalloproteinasen (MMP) und deren Inhibitoren (TIMPs). Ein Ungleichgewicht dieser für 
den Auf- und Abbau von extrazellulärer Matrix verantwortlichen Faktoren kann zur 
Dysfunktion führen. In einer tierexperimentellen Studie wurde der Einfluss von künstlich 
hergestellten selektiven Inhibitoren der MMPs auf Remodelingprozesse getestet. Dabei 
zeigten die Tiere der Versuchsgruppe nach Infarkt regionale Abschwächungen von 
myokardialem Remodeling und damit eine verbesserte Herzleistung [105]. Auch HMG-CoA 
Reduktase-Hemmer (Statine) sollen nach derzeitigem Erkenntnisstand einen inhibitorischen 
Effekt auf MMPs, insbesondere MMP-2 und MMP-13, haben [106]. 
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Der Wachstumsfaktor CT-1 ist in den vergangenen Jahren immer mehr ins Zentrum des 
Interesses bei kardialen Erkrankungen gerückt. Da CT-1 bei hypertrophischen Umbauten in 
Folge von gesteigerter mechanischer Belastung des Herzens vermehrt exprimiert wird, ist es 
eine denkbare Möglichkeit den Wachstumsfaktor als klinischen Marker für das 
Voranschreiten der Erkrankung, bzw. den Erfolg einer Therapie zu nutzen. So konnte eine 
Arbeitsgruppe zeigen, dass hypertensive Patienten mit Ventrikelhypertrophie höhere 
Konzentrationen an CT-1 aufweisen als diejenigen ohne Hypertrophie. Zudem entwickelten 
sie einen Enzym-Immuno-Assay, der es ermöglicht CT-1 einfach und kostengünstig zu 
messen [107]. In einer Folgestudie untersuchte die gleiche Arbeitsgruppe den Einfluss von 
antihypertensiver Medikation auf die Plasmakonzentration von CT-1. Man fand eine 
Assoziation zwischen dem Rückgang der Hypertrophie und normalisierten CT-1 
Plasmakozentrationen bei den behandelten Patienten [108]. Auch die Erkenntnisse unserer 
Studie zeigen eine hohe Sensitivität von CT-1 als Marker für hypertrophische 
Veränderungen. Trotz einer „nur“ leicht bis mäßiggradigen Hypertrophie fanden sich bereits 
signifikante Unterschiede in der Expression zwischen Banding- und Kontrollgruppe. Diese 
Ergebnisse zeigen das diagnostische Potential von CT-1 und sprechen für die weitere 
Etablierung eines validen und objektiven Messsystems zur Verlaufskontrolle von 
hypertrophischen kardialen Erkrankungen.  
 
Ein weiterer wichtiger Zusammenhang besteht zwischen dem Verlust von Herzmuskelzellen 
und Herzversagen. Da sich die Herzmuskelzellen postneonatal nicht mehr teilen können, 
bedeutet ein Verlust unweigerlich eine Reduktion der Gesamtanzahl. Die restlichen Zellen 
müssen folglich die gleiche Arbeit mit weniger funktioneller Muskulatur leisten können. Dies 
führt wiederum zum Fortschreiten der Hypertrophie und der apoptotischen Vorgänge und 
damit zu einer Art Circulus vitiosus. Es wäre von großer Bedeutung, therapeutische 
Angriffspunkte innerhalb der Apoptose-Kaskaden zu finden und den Untergang der Zellen 
aufzuhalten. Verschiedene Möglichkeiten sind denkbar, müssen aber noch in weiteren 
Studien auf ihre Wirksamkeit überprüft werden.  
Einen möglichen Ansatz stellt zum Beispiel die Inhibition von Caspasen dar. Wie bereits 
erwähnt, sind die Caspasen sowohl für den intrinsischen (Caspase 9) als auch für den 
extrinsischen (Caspase 8) Aktivierungsweg der Apoptose essentiell. Schließlich fließen beide 
Wege bei der Aktivierung von Effektor-Caspase 3 zusammen. Nun konnte tierexperimentell 
gezeigt werden, dass durch Behandlung von Ratten mit einem pharmakologisch 
hergestellten Protease-Inhibitor das post-infarkt-outcome deutlich verbessert werden kann. 
Die behandelten Ratten wiesen im Gegensatz zur Kontrollgruppe eine verminderte Aktivität 
von Caspase 3 und damit von apoptotischen Kardiomyozyten auf. Weiterhin konnten der 
interstitielle Kollagengehalt vermindert, die systolische Funktion aufrecht erhalten und damit 
der Remodelingprozess abgeschwächt werden [109].  
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Für den Ablauf des mitochondrialen Weges der Apoptose sind unter anderem die pro-
apoptotischen Faktoren Bak bzw. Bax erforderlich. Interagieren diese mit der Wand des 
Mitochondriums wird Cytochrom C freigesetzt und damit der Zelltod eingeleitet. Laut neueren 
Studien spielen Hitzeschockproteine (HSP), insbesondere HSP 60, eine Rolle bei der 
Verhinderung der Freisetzung von Cytochrom C durch Komplexbildung mit Bak und Bax 
[110]. Ob der therapeutische Nutzen von Hitzeschockproteinen zur Apoptose-Prävention in 
Zukunft sinnvoll ist, müssen weitere Studien zeigen. 
 
Eine weitere, auch heute schon in der Standardtherapie der Herzinsuffizienz verwendete 
Strategie ist der Eingriff in das kardiale Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Es ist 
bekannt, dass Angiotensin II den JAK/STAT - Weg stimuliert und damit mittels der gleichen 
Signalkaskade wie auch CT-1 eine Hypertrophie initiieren kann [111]. TGF-β wird unter dem 
Einfluss von AT-II vermehrt exprimiert und folglich finden auch vermehrte fibrotische 
Umbauten statt [106]. Daher erscheint es sehr sinnvoll zu sein, eine Blockade des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems zu erreichen. Die Medikamente der Wahl sind dabei ACE-
Hemmer (Angiotensin Converting Enzyme) und Angiotensin-I-Rezeptor-Blocker (AT-I 
Blocker). In mehreren klinischen Studien ist bereits die positive Beeinflussung beider 
Wirkklassen auf die Herzfunktion bei ischämischen und nicht-ischämischen 
Herzerkrankungen belegt worden [106]. 
Auch ß-Blocker gehören heute zur Standardtherapie der Herzinsuffizienz und beeinflussen 
das Fortschreiten von kardialem Remodeling positiv. Besonders hervorzuheben ist der ß1- 
und ß2- selektive Blocker Carvedilol, welcher zusätzlich auch einen ausgeprägten anti-
apoptotischen Effekt haben soll [112]. Ob auch ACE-Hemmer und AT-I - Blocker anti-
apoptotische Effekte haben, wird kontrovers diskutiert. DeBlois et al. fanden heraus, dass die 
Blockade des Angiotensin-II - Weges zu apoptotischen Vorgängen bei kardialen Fibroblasten 
und zu dem Überleben von Kardiomyozyten führt [113].  
 
Es erschiene daher sinnvoll möglichst früh, dass heißt schon neugeborene Kinder mit 
angeborenem Herzfehler prophylaktisch mit den entsprechenden Substanzgruppen zu 
therapieren, sollte ein kurativer Eingriff nicht möglich sein [114]. 
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8. Zusammenfassung 
 
Die Pulmonalstenose stellt einen Herzfehler dar, der isoliert oder in Verbindung mit anderen 
komplexen Herzfehlern zu einer hämodynamischen Druckbelastung des rechten Ventrikels 
führt. Folge dieser mechanischen Belastung ist die Entwicklung einer Hypertrophie zur 
vorübergehenden Kompensation der Mehrbelastung. Bei fortbestehender oder stärker 
werdender Belastung kommt es jedoch zum Versagen der Kompensationsmechanismen und 
damit zur kardialen Dysfunktion. Zu welchem Zeitpunkt es zu dieser folgenschweren 
Entwicklung kommt, ist noch unklar. Die pathophysiologischen Vorgänge, die in diese 
Entwicklung involviert sind, werden als myokardiales Remodeling bezeichnet und sind 
Gegenstand intensiver Forschung. Untersuchungen haben ergeben, dass auf 
molekularbiologischer Ebene verschiedene Zytokine für die entsprechenden Umbauprozesse 
verantwortlich sind. Es wäre von großer Bedeutung, therapeutische Angriffsziele innerhalb 
der Signalkaskaden zu finden, an denen man den Übergang von Kompensation zu 
Dekompensation stoppen könnte. Ziel unserer Studie war es daher, ein dem Neugeborenen 
möglichst ähnliches standardisiertes Tiermodell zu etablieren, welches die Untersuchung der 
Expression von Wachstums- (VEGF, CT-1, TGF-β ) und Apoptosefaktoren (Fas-L, Bak, Bcl-
Xs, Bcl-Xl) in Abhängigkeit einer isolierten hämodynamischen Druckbelastung des rechten 
Ventrikels über eine Zeitspanne von zwölf Wochen zulässt. 
Hierzu wurden insgesamt 17 Lämmer in die Studie aufgenommen und in den Räumlichkeiten 
des Instituts für Versuchstierkunde der RWTH Aachen untersucht. Wie bereits erwähnt, 
verstarben vier Versuchstiere vorzeitig, so dass letztendlich eine Fallzahl von 13 Tieren in 
die Auswertung eingegangen ist. Es wurde eine hämodynamisch belastete Bandinggruppe 
(n=6) einer unbelasteten Kontrollgruppe (n=7) gegenübergestellt. Alle Tiere wurden 36 
Stunden postpartal von Kinderherzchirurgen des Universitätsklinikums operiert, wobei die 
Versuchsgruppe ein nicht verstellbares Banding um den Stamm der Pulmonalarterie erhielt 
und die Kontrollgruppe zur Simulation des Operationsstresses lediglich eine Thorakotomie. 
Im weiteren Verlauf wurden alle Lämmer nach einer (HKU 1), vier (HKU 2) und zwölf (HKU 
3) Wochen katheterinterventionell untersucht. Es wurde jeweils der Druckgradient zwischen 
Pulmonalarterie und rechtem Ventrikel mittels Rückzugskurve gemessen und Blut zur 
Verlaufskontrolle einer möglichen systemischen Produktion der Zytokine entnommen. Zum 
Zeitpunkt der Finaluntersuchung (HKU 3) wurden zudem Myokardbiopsien aus der septalen 
Wand des rechten Ventrikels entnommen. Im weiteren Verlauf wurden die Daten für die 
Makromorphometrie erhoben sowie die Proben für die histopathologische Weiterverarbeitung 
gewonnen.  
 
Die Auswertung der hämodynamischen Daten zeigte, dass wir in der Bandinggruppe eine 
leicht- bis mäßiggradige Stenose der Pulmonalarterie künstlich erstellen konnten 
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(Druckdifferenz zwischen rechtem Ventrikel und Pulmonalarterie, poststenotisch, ca. 56 
mmHg nach zwölf Wochen). Entsprechend dazu wiesen die Versuchstiere unserer Studie 
über den Verlauf von zwölf Wochen noch keine schwerwiegenden Folgen der 
Druckbelastung auf. Klinisch zeigten sich keine Zeichen einer kardialen Dysfunktion, die 
druckbelasteten Lämmer verhielten sich annähernd wie die unbelasteten Tiere der 
Kontrollgruppe. Histologisch konnte eine leichte bis mäßige Hypertrophieentwicklung 
gefunden werden, irreversible Prozesse des myokardialen Remodelings wie etwa 
Fibrosierung wurden nicht beobachtet. Diese mikroskopisch und elektronenmikroskopisch 
gewonnenen Daten korrelierten sehr gut mit den Ergebnissen der Molekularbiologie. Bei den 
untersuchten Wachstums- und Apoptosefaktoren ließ sich sowohl im Myokard, als auch im 
Blut ein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen feststellen. Bei der 
semiquantitativen Auswertung der myokardialen Expression von VEGF- und TGF-β-mRNA 
fanden sich Werte, die sehr geringfügig das tendenzielle Signifikanzniveau (p=0,1) 
überschritten. CT-1 hingegen war in der Versuchsgruppe mit p=0,034 im Gegensatz zur 
Kontrollgruppe signifikant erhöht. Auch die untersuchten pro- und anti-apoptotischen 
Faktoren wiesen unter den druckbelasteten Tieren gering höhere Werte auf, wobei das anti-
apoptotisch wirkende Bcl-Xl in der Versuchsgruppe tendenziell signifikant erhöht war. Im 
Besonderen spricht die dynamische Entwicklung der systemischen Werte, gemessen zu den 
Zeitpunkten der jeweiligen Herzkatheteruntersuchung, für einen Zusammenhang der 
Druckbelastung und der vermehrten Expression von Wachstumsfaktoren durch zirkulierende 
Blutzellen. Der stetige Anstieg der jeweiligen mRNA-Konzentration spricht für eine 
Abhängigkeit von der Dauer der Belastung bzw. des stärker werdenden Gradienten. Dies 
würde bedeuten, dass bei noch länger andauernder oder zunehmender Druckbelastung die 
jeweiligen Zytokin-konzentrationen ebenfalls weiter ansteigen. Da bekannt ist, dass bei 
Dekompensation der Herzleistung hohe Werte der Wachstumsfaktoren gefunden werden, gilt 
es diese Entwicklung zu verhindern. 
Die Ergebnisse unserer Studie verdeutlichen einen wohl überlegten aber dennoch nötigen 
Handlungsbedarf bei Patienten mit einer asymptomatischen mäßiggradigen Pulmonal-
stenose. Es sollte durchaus möglich sein einige Zeit zuzuwarten, ohne dass man mit 
schwerwiegenden pathologischen Vorgängen rechnen muss. Trotzdem sollte man 
bedenken, dass eine kardiale Dysfunktion ohne klinische Zeichen oder Symptome einer 
Herzinsuffizienz weiter voran schreiten kann. Da das Letalitätsrisiko eines katheter-
interventionellen Eingriffes mit Ballondilatation des stenotischen Bereiches der Pulmonal-
arterie mit 1-3% bei Neugeborenen und 0-1% bei älteren Patienten sehr niedrig liegt, ist ein 
elektiver Eingriff bei entsprechender Datenlage durchaus zu empfehlen. 
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